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Resumen

El ensamblaje de proteinas en cristales regulares y ordenados es critico para la
cristalizacién de proteinas. El uso de etiquetas grandes como la Proteina de Unién a
Maltosa o Tiorredoxina, pueden conferir estabilidad, solubilidad y ayudar la purificacién
de proteinas. El uso de las etiquetas antes mencionadas durante la expresion heteréloga
de proteinas ha favorecido la formacién de redes al fusionarse a proteinas renuentes a la
cristalizacion, funcionando como andamios de cristalizacion. La triosafosfato isomerasa
de Trichomonas vaginalis (TVTIM) se seleccioné6 como andamio de cristalizacién, para
cristalizar cuatro proteinas de estructura desconocida. Se realizaron las fusiones
traduccionales a TvTIM usando un linker rigido (rico en alaninas) y un linker flexible (rico
en glicinas) de el inhibidor 1 de cisteina-proteinasas de Entamoeba histolytica
(EhICP1,13.4 kDa), dos proteinas de union a DNA de cadena sencilla de Arabidopsis
thaliana (OSB1, 30.5 kDa; SSB1, 23.2 kDa) y la Enolasa 1 de Arabidopsis thaliana
(AtEno1l, 55.2 kDa). Los resultados obtenidos sugieren que la expresion heterdloga en de
las fusiones con el andamio TvTIM es posible, pero no asi la cristalizacion, dado que los
datos de difraccibn muestran Unicamente densidad electrénica correspondiente a la
TVTIM.

Abstract

The self-assembly of proteins into regular and well-ordered crystals is critical for
protein crystallography, but it is rather difficult and becomes a challenge for many proteins.
The use of large tags, such as Maltose Binding Protein or Thioredoxin can confer stability,
solubility, and help for biochemical purification. During heterologous expression, the use
of this tags has confirmed the formation of crystal lattices when fused to recalcitrant
proteins. The Trichomonas vaginalis triosephosphate isomerase (TvTIM) was selected as
a scaffold to crystallise four proteins with unknown structure. Entamoeba histolytica’s
cysteine proteinase inhibitor 1 (EhICP1,13.4 kDa), two Arabidopsis thaliana’s single DNA
strand binding proteins (OSB1, 30.5 kDa; SSB1, 23.2 kDa) and Arabidopsis thaliana’s
enolase 1 (AtEnol, 55.2 kDa) were translationally fused to TvTIM using two linkers; a rigid
(alanine-rich) and a flexible (glycine-rich). The results suggest that bacterial heterologous
expression of TvTIM fused to EhICP1 is feasible, but not crystallization, since the

diffraction data only showed electronic density due to TVvTIM.
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1 Introduccion

Las proteinas juegan un papel esencial en los seres vivos, algunas proteinas tienen
un papel estructural otras, un papel funcional. Para entender a profundidad su
funcionamiento es importante conocer su estructura molecular. Conocer la estructura
tridimensional de una proteina es importante, porque abre la posibilidad de entender la
funcién de la proteina a partir de un andlisis de su estructura, desafortunadamente

determinar la estructura tridimensional no es una cuestion trivial (Chayen y Saridakis, 2008).

Dados los avances actuales, es posible determinar con un alto grado de certeza la
estructura secundaria de una proteina, sin embargo, predecir la estructura tridimensional
de una proteina es menos preciso (Coligan, 1996). A partir de las técnicas recientes en
Biologia Molecular y Biofisica, es posible conocer la estructura tridimensional de las
proteinas, en la actualidad se conocen cerca de 130000 estructuras proteicas a nivel
atoémico, en gran parte debido a la cristalografia de rayos X, asi la cristalografia tiene un rol

primordial para ampliar el entendimiento sobre las proteinas (Rupp, 2010; Whitford, 2005).

1.1 Cristalografia de rayos X

La cristalografia de rayos X es una técnica experimental basada en la capacidad
que tienen los rayos X de difractar en un cristal. Un cristal consiste en la repeticibn monétona
de agrupaciones atémicas paralelas entre si y a distancias repetitivas especificas formando

una red, entre estas agrupaciones es donde los rayos X difractan (Wlodawer y col., 2008).

El espectro electromagnético se ordena en regiones con longitudes de onda
descendentes, pero con frecuencias y energias ascendentes (Figura 1). Las longitudes de
onda que cubren de 0.01 a 10nm corresponden a los rayos X, dado que tienen una longitud
de onda similar a las distancias interatdmicas dentro de un cristal (~1A), se utilizan los rayos
X para determinar la estructura de moléculas (Zolotoyabko, 2014). En 1912 Friedrich y
Knippin, obtuvieron los primeros patrones de difraccidbn por rayos X de cristales de

diamante, sal de roca y sulfuro de zinc.



Estos experimentos confirmaron la constitucion atomica de la materia y los enlaces
entre los 4tomos; sin embargo, es hasta finales de la década de 1950 cuando John
Kendrew, logra resolver la primera estructura proteica por cristalografia de rayos X:
mioglobina de esperma de ballena. En la actualidad, existen modelos de estructuras
moleculares muy detallados, que van desde proteinas individuales, hasta ensamblajes
macromoleculares complejos, todos determinados por cristalografia de rayos X (Rupp,
2010).
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Figura 1. Espectro electromagnético

La longitud de onda para rayos X utilizada en determinacion de estructuras macromoleculares es 10-°m, 0.1nm
o 1 Angstrem (A).

1.1.1 Difraccion de rayos X

Los atomos en un cristal interaccionan con las ondas de rayos X en una forma
determinada, esto genera interferencia. El patrén de difraccion resultante es entonces la
interferencia de los atomos en los planos del entramado. La ley de Bragg predice el angulo
de reflexion de cualquier rayo difractado de un plano atémico especifico (interferencia
constructiva). Al registrar multiples patrones de difraccion de rayos X en diferentes
orientaciones del cristal, se puede determinar la estructura y el tamafio de celda unitaria
(Shilova, 2016).

Desde el comienzo de la cristalografia se sabe, que los cristales mas grandes

difractan mejor que los cristales pequefios, debido a que la potencia de difraccion va



relacionada al volumen del cristal. Para proteinas esto es mas complicado, dado que las
celdas unitarias son grandes y la densidad electrénica es baja. Es frecuente que sea dificil
obtener cristales grandes, una solucion a esto es la cristalografia en serie, es decir la
recoleccién de datos a partir de los patrones de difraccion de varios cristales pequefios y
uniendo la informacién para generar un modelo (Rupp, 2010).

1.1.2 Cristalografia de proteinas

Las proteinas son capaces de realizar varias funciones al estar en su estructura
nativa, el plegamiento de la proteina sin embargo, ocurre en el complejo ambiente celular,
donde en ocasiones requiere de chaperones moleculares para evitar agregacion o mal
plegamiento (Shilova, 2016). Por ello los modelos de estructuras cristalograficas proveen
una visién de la forma molecular y la funcidn, ademas proveen la base para la biologia

estructural y descubrimiento de farmacos guiados por estructura (Gopal y Kumar, 2013).

Los cristales de proteinas estan formados por una red periddica laxa de
interacciones débiles, no covalentes y con grandes canales de solvente. Dichos canales
permiten la difusion libre de moléculas pequefias, y proveen cierta libertad conformacional
para cadenas laterales de la superficie expuesta o para bucles (Rupp, 2010). La
conformacion mas frecuente de enlaces peptidicos es trans, donde los Ca atomos de
aminoacidos sucesivos estan opuestos. El arreglo 6ptimo de puentes de hidrégeno, con un
esqueleto energéticamente favorable lleva a la formacion de estructuras secundarias

especificas: hélices-a, laminas-f3, vueltas, asas y otras estructuras (Rupp, 2010).

Las proteinas generalmente son dificiles de cristalizar, la ingenieria de proteinas
para lograr que cristalicen no es trivial (Abdalla, 2015). El principal problema que se tiene
gue resolver, es obtener cristales de alta calidad. La cristalizacion de proteinas depende de
multiples factores, en la actualidad es dificil predecir la capacidad de una proteina para
cristalizar, sin embargo, la pureza de la proteina es el factor mas importante para obtener
cristales 6ptimos para difraccién. La introduccion de etiquetas de expresion (tags) mejora
la pureza de las proteinas purificadas, gracias al uso de columnas de afinidad. Debido a
esto, en la actualidad la obtencién de proteinas solubles y recombinantes se ha vuelto un
prerrequisito para realizar estudios estructurales, funcionales y bioquimicos (Gopal y
Kumar, 2013).



Los pasos generales para determinar la estructura cristalografica de proteinas por

cristalografia de rayos X son los siguientes: eleccién de proteina, expresion heterdloga

(generalmente), clonacién, expresion, purificacion, cristalizacion, coleccion de patrones de

difraccién y determinacion de la posicion de los &tomos (Chayen y Saridakis, 2008).

El proceso para cristalizar proteinas se puede dividir en 3 etapas (Cudney y col., 1994):

1.

1.1.3

Escrutinio para condiciones de cristalizacion utiles que sirvan como guias. Consiste

en identificar en extenso numero de parametros las condiciones que producen

cristales.

Optimizacién de una o mas condiciones iniciales para producir cristales sencillos,

aptos para andlisis de difraccion por rayos X. En esta fase a partir de las condiciones

gue promueven cristalizacion, se evalla el efecto para promover el crecimiento de
cristales a través de cambios en el pH de la soluciéon y la concentracion del
precipitante.

Generar coleccion de datos para la obtencidn reproducible de cristales. Una vez que

se ha logrado obtener cristales apropiados para difraccién de rayos X, asegurarse
de que las condiciones probadas son reproducibles para la obtencion de los

cristales.

Problemas frecuentes en cristalografia de proteinas

El primer problema que surge para cristalizar proteinas es conseguir una solucion

de proteina pura a concentraciones entre 5 y 15 mg/mL, pues en muchas ocasiones,

aunque la proteina se obtenga por sobreexpresion heterdloga, la cantidad de proteina

purificada es poca o con baja pureza. En caso de que se obtenga suficiente proteina en

cantidad y pureza, surge el problema de conseguir cristales de alta calidad, esto es debido

a que determinar las condiciones 6ptimas de cristalizacion es, como se explicé en el

apartado anterior, un proceso complejo, tardado, multiparamétrico y heuristico (Chayen y
Saridakis, 2008).



En la actualidad con las aproximaciones de gendmica estructural, que se plantean
determinar estructuras para millones de proteinas; aun no se ha logrado determinar
correlaciones obvias entre el proceso de cristalizacion y las estructuras proteicas (Chayen
y Saridakis, 2008). Las proteinas se han hecho més aptas para la cristalizacion mediante
mutagénesis aleatoria o racional de residuos superficiales; y a través de la eliminacion de

colas flexibles y regiones interdominio (Chayen y Saridakis, 2008).

Algunos otros factores importantes que influencian la cristalizacion son la
homogeneidad del estado conformacional de la proteina, la “frescura” de la muestra y los
componentes adicionales en la solucién de proteinas. La capacidad de cristalizar de una
proteina, se ve afectada por la heterogeneidad conformacional causada por etiquetas de
afinidad, regiones desordenadas, regiones transmembranales, flexibilidad de dominios y
requerimiento de cofactores (Rupp, 2010).

1.2 Proteinas de fusion y linkers

Las proteinas de fusion son biomoléculas con propiedades multifuncionales, cualidades
tales que pueden mejorar la solubilidad de una proteina, facilitar su purificacién, expresion
o plegamiento, incrementar su actividad bioldgica, conferir una localizacion o facilitar su
rastreo por imagenologia. Un linker es un conjunto de residuos que unen las partes de la
proteina de fusion, sin embargo elegir el linker puede ser problematico, una mala eleccién
puede llevar a un mal plegamiento de la proteina, bajos rendimientos o reducir su
bioactividad (Chen y col., 2013).

En promedio los linkers son 7 residuos, a mayor longitud mejor acceso del solvente.
Existen basicamente tres tipos de linkers: rigidos, flexibles y escindibles. Los linkers
flexibles generalmente son ricos en aminoacidos polares o pequefios (Gly o Ser), que
proveen buena flexibilidad y solubilidad. Son ideales cuando se desea que haya movilidad
o interacciones entre los dominios de la proteina de fusion. Adicionalmente aun cuando
carecen de estructuras rigidas, los linkers flexibles pueden funcionar de forma pasiva para

mantener la distancia entre los dominios (Chen y col., 2013).

Los linkers rigidos exhiben estructuras rigidas al adoptar arreglos en a-hélices o por

contener multiples residuos de prolina. Bajo muchas circunstancias separan mas



eficientemente los dominios funcionales que los linkers flexibles. Los linkers rigidos son
usados cuando la separacion espacial de los dominios es crucial para mantener la
estabilidad o bioactividad de las proteinas de fusion (Chen y col., 2013). Los linkers
escindibles son disefiados para ser susceptibles a alguna proteasa particular, incorporando
secuencias susceptibles a protedlisis, este tipo de linkers se utilizan para la activacién
especifica in vivo de alguna proteina de fusion, o en otros casos para retirar un dominio de

la proteina, como las etiquetas de afinidad (Cheny col., 2013).

1.2.1 Andamio de cristalizacion

Independientemente de las explicaciones de por qué muchas proteinas son dificiles
de cristalizar, las posibilidades de éxito pueden mejorarse al promover la formacion de
contactos intermoleculares, que sean compatibles con la simetria del cristal. Existen
muchos métodos de ingenieria de proteinas para mejorar la posibilidad de formar contactos
cristalinos a través de mutaciones en residuos superficiales o fusionando a proteinas
acarreadoras. De esta manera la proteina blanco puede ser llevada a distintas formas
oligoméricas con distintas oportunidades de cristalizar, sin comprometer sustancialmente

su secuencia nativa (Leibly y col., 2015).

Las proteinas de fusién pueden ser utilizadas para la cristalizacion de proteinas en
al menos dos formas distintas; a través de la fusion de proteinas de forma heteréloga, dénde
el acompanante de fusion provee area superficial adicional, para promover la formacion de
contactos de cristal. En otra aproximacién los ensamblajes proteicos interactian y se
estabilizan por unién covalente de los companfieros interaccionantes. El linker que une las
proteinas juega distintos roles, en la primera aproximaciéon un linker rigido es necesario para
reducir la heterogeneidad conformacional, en la segunda aproximacién un linker flexible se
necesita de tal manera que permita la interaccién nativa entre las proteinas fusionadas.

Ambas aproximaciones pueden combinarse (Kobe y col., 2015).

La cristalizacion por andamio de cristalizacion consiste entonces en cristalizar una
proteina de interés al fusionarla a otra proteina facilmente cristalizable (andamio), el
andamio puede contribuir a la formacion de una red cristalina. Por ejemplo, fragmentos de
fibrindgeno y a-actina han sido cristalizados al fusionarlos con glutation-S-transferasa (GST)

de Escherichia coli (Moon y col., 2010). Otro ejemplo destacable es la proteina de unién a



maltosa (MBP), de la cual existen cerca de 102 fusiones cristalizadas, se ha visto ademas
que el uso de MBP no altera la estructura de la proteina fusionada (Waugh, 2016), otros
ejemplos se muestran en el Cuadro 1. En general mientras la proteina a fusionar sea mucho
mas pequefio que el andamio al que esta unido, ambos componentes podrian formar los
contactos ordenados necesarios para formar un cristal (Leibly y col., 2015).

Cuadro 1 Ejemplos de proteinas gque se han usado como andamios de
cristalizacion.

Andamio (Tamafo) Tamafo de Blanco
MBP (366 aa) 14-431 aa
GST (217 aa) 6-53 aa

Lisozima (163 aa) 80-308 aa*

Tiorredoxina (109aa) 100-322 aa’

*La proteina mas grande de lisozima se logré sustituyendo residuos del blanco por los de la lisozima. ‘Estructura
no reportada. Modificado de (Moon y col., 2010)

1.3 Triosafosfato isomerasas (TIM)

Las triosafosfato isomerasas (TIMs o tpi) son enzimas glucoliticas no alostéricas
(gliceraldehido 3-fosfato-cetol isomerasa; EC 5.3.1.1), que catalizan la isomerizacion entre
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido 3-fosfato (GAP) (Wierenga y col., 2010;
Estrella Hernandez, 2015) (Ver Figura 2). Las TIMs son de las aldosa-cetosa isomerasas
mas estudiadas, la reaccion que catalizan permite la utilizacion de dihidroxiacetona fosfato
durante la glicolisis. Las TIMs son definidas como enzimas perfectas, debido a que su
actividad solo es limitada por la velocidad de difusién del sustrato en el medio, son enzimas
homodiméricas donde el sitio catalitico se encuentra en la interfaz del dimero, los residuos
cataliticos son: Asn, Lys, His y Glu (Alber y col., 1981; Wierenga y col., 2010; Whitford,
2005). La TIM pertenece a la familia de los barriles (af)s, las enzimas con este plegamiento
generalmente funcionan como dimeros, se ha hipotetizado que los monémeros de TIM son
inestables y al formar homodimeros, se optimiza la geometria del sitio catalitico y aumenta
estabilidad conformacional de la proteina, dada esta caracteristica las TIMs se conocen

como dimeros obligados (Farber, 1993; Wierenga y col., 2010).



HO \

0 (0]
_
0]
0]
O
VA P'g
- O' \
@] \Oi O'
DHAP GAP

Figura 2. Reaccion de isomerizacion de la triosafosfato isomerasa (TIM)

Reaccién de interconversion de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (GAP) catalizado
por la TIM.

1.3.1 Topologia de barril TIM (ap)s

La estructura de barril (a/B), fue descrita por vez primera en la enzima triosafosfato
isomerasa de Gallus gallus (Wierenga y col., 2010) (Ver Figura 4), este plegamiento ocurre
de forma frecuente entre las proteinas (cercano al 10%). El barril TIM es un plegamiento
muy estable, la mayoria de las proteinas que adoptan dicho plegamiento son enzimas o
estan involucradas en el metabolismo molecular o energético. La identidad que existe entre
las secuencias de aminoacidos es baja, sin embargo, la similitud estructural ha permitido
definir al barril TIM canénico como (Ba)s, esto es: “un solo plegamiento para varias
funciones”. Un barril TIM es de 250 residuos aproximadamente, los barriles pueden ser
homodimeros o tetrAmeros (arqueas). Como se menciond anteriormente, los monémeros
tienden a tener baja actividad. La conformacion de barril TIM puede formar parte de
proteinas multidominio, en los cuales el barril es Gnicamente una parte de un complejo
mayor; sin embargo, a pesar de la diversidad de reacciones cataliticas que realizan, el sitio
activo siempre se encuentra en el extremo carboxilo-terminal de la Ultima lamina del barril
y cuentan con un sitio de union a fosfato (Farber, 1993; Nagano y col., 2002; Copley y Bork,
2000).

El barril TIM se caracteriza por ocho laminas 3 paralelas unidas entre si por puentes
de hidrégeno, formando una estructura similar a un barril en el centro de la proteina,
rodeada por ocho hélices a conectadas a las laminas por asas (loops) de distinta longitud

(Figura 3 y 4). Las hélices a cubren las laminas 3 de tal manera que la cara hidrof6bica



qgueda hacia las ldaminas y la cara hidrofilica interactia con el solvente. Los bucles Ba, que
conectan de lamina a hélice, suelen ser mas largos que los af8 (asas que conectan de hélice
a lamina). Los residuos del sito catalitico se localizan en el asa 1 (Lys 12), asa 4 (His 95) y
asa 6 (Glu 167). (Ver Figura 3) (Estrella Hernandez, 2015; Kursula, 2003).

ML

Figura 3. Diagrama de la topologia del plegamiento de un barril TIM.

Las ldminas  son mostradas como flechas y las hélices a se muestran como hebras. Los bucles en la parte
inferior de la figura son los bucles af y los bucles en la parte superior son los bucles fa. Debajo se muestra la
numeracion de cada una de las hélices y hebras.

A

Figura 4. Estructura tridimensional de TIM de pollo (PDB: 1TPH Zhang y col., 1994)

A) Vista a través del eje del barril. El sitio activo en el extremo carboxilo terminal de las laminas  se encuentra
de frente. B) Rotacion del eje 90° sobre el eje horizontal de la parte A, se muestra una vista lateral del barril.
El sitio activo se encuentra arriba. Figura realizada en PyMol (Schrédinger, 2015).

1.3.2 Mecanismo de reaccion

Durante la reaccion de isomerizacion de las TIM un residuo de lisina (Lys12)
proporciona la carga necesaria para la union de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), esta
lisina se une al sitio activo con el oxigeno del carbonilo, para que la DHAP forme un puente
de hidrogeno con la cadena neutra de la cadena lateral del grupo imidazol de la histidina

(His95). La cadena lateral del glutamato (Glu 165) esta cargada y facilita la abstraccion de



un proton del carbono 1 del DHAP (Figura 5-1). En este estado la histidina forma un puente
de hidrégeno con el oxigeno del carbonilo C2 del intermediario enediolato que lleva a la
protonacion del atomo (Figura 5-2). Al protonarse el atomo de oxigeno se forma una cadena
lateral imidazol en la histidina con carga negativa y funciona como base fuerte (Figura 5-3).
La abstraccién de un proton del grupo hidroxilo unido al carbono C1 resulta en la formacion
de un segundo intermediario enodiol (Fig. 5-4), con este intermediario inestable se pasa al
producto final a partir de la donacion de un protén desde el glutamato al carbono C2 (Figura
5-5) (Whitford, 2005; Estrella Hernandez, 2015).

Figura 5. Mecanismo de reaccidn de las triosafosfato isomerasas.

La isomerizacion de DHAP entre GA3P, se lleva a cabo por un proceso de ceto-enol tautomerizacién a través

de un intermediario enediol. El anién de glutamato funciona como una base fuerte, efectuando una
desprotonacion del carbono 1 removiendo hidrédgeno. El mismo glutamato es el &cido que vuelve a protonar
en el carbono 2 utilizando el mismo hidrégeno (McMurry y Begley, 2005).
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1.4 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis (T.vaginalis) es el agente etioldgico de la tricomoniasis,
ademas es el agente no viral de transmision sexual mas frecuente (Medécigo Micete y col.,
2009; Nievas y col., 2017). Es un protozoo unicelular flagelado, tipicamente piriforme y
ocasionalmente ameboideo; se le ubica en el tracto urogenital humano, se presenta como
trofozoito aerotolerante, anaerdbico, se desarrolla éptimamente en condiciones
microaerobicas. Tiene forma ovalada, presenta 4 flagelos, un gran ndcleo, aparato
parabasal, reticulo endopldsmico, aparato de Golgi, axostilo central y cuenta con
hidrogenosomas (Harp y Chowdhury, 2011; Bachmann y col., 2011).

T. vaginalis es un parasito obligado que fagocita células epiteliales y eritrocitos, es
ingerido por macrofagos. El mecanismo de patogénesis es multifactorial, involucra la accion
coordinada del citoesqueleto, moléculas de adhesion, elementos de evasion de la respuesta
inmune, y otras modificaciones en su habitat: cambios en la microbiota vaginal, pH, Hierro,
Zinc, poliaminas (putrescina, espermidina), temperatura, la respuesta inmune del propio
hospedero y la modulacion de expresion de genes en el hospedero (Quan y col., 2014;

Figueroa-Angulo y col., 2012b).

La cepa modelo G3 de T. vaginalis cuenta con un genoma de 176 Mb dispuesto en
seis cromosomas, con sesenta mil genes codificantes de proteinas que llevan funciones
como trafico membranal, endocitosis, y fagocitosis (Harp y Chowdhury, 2011). Los factores
de virulencia de T. vaginalis se han relacionado con variaciones en la expresién de
antigenos de superficie, secrecion de proteasas, actividad hemolitica e interacciones con la

microflora vaginal (Lewis, 2010; Figueroa-Angulo y col., 2012b).

1.4.1 Triosafosfato isomerasas de Trichomonas vaginalis (TvTIMs)

T. vaginalis cuenta con dos genes funcionales para TIMs codificados en su genoma,
los cuales han sido denominados como tpil (vg83581.m00073) y tp2 (vg97417.m00128),
las proteinas que codifican son TvTIM1 y TvTIM2 respectivamente. A nivel de secuencia de
acidos nucleicos presentan un 97.6% de identidad y al igual que otras TIM, las TvTIM son
homodimeros funcionales, constituidos de 252 aminoacidos que difieren entre si solamente
por cuatro residuos (98.4% identidad): 18 (E/Q), 24 (I/V), 45 (1/V) y 239 (P/A) (Figura 6).



La triosafosfato isomerasa (TIM) funciona como un dimero muy estable. El
comportamiento termodindmico de las TIMs de Trichomonas vaginalis (TVTIMS) es muy
particular, dado que a diferencia de otras TIM’s, las TvTIM’s presentan monémeros estables
(Estrella Hernandez, 2015). Como ya se ha mencionado anteriormente, la TIM es una
enzima citoplasmatica con funcién glucolitica que, en la mayoria de los organismos participa
en las rutas de glicdlisis, gluconeogénesis y pentosas fosfato. En el caso particular de
Trichomonas vaginalis la actividad glucolitica de TvTIM es regulada positivamente por
glucosa, ademas se ha localizado en el citoplasma y la superficie del parasito (Miranda-
Ozunay col., 2016) .

— ——— RALELELRLELLRAY AAAAAARN ——
TvTIMZ 1 MRTFFVGGNWKANPKTVQEAEKLVEMLNGAKVEGNVEVVVAAPFVELPTLOQQKLRKDWKV
MRTFFVGGNWKANPKTVIEAEKL.EMLNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLQQKLRKDWKV
TvTIML 1 MRTFFVGGNWKANPKTVEEAEKLIEMLNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOQKLRKDWKV
= RRWLNE P AAARAR T AR
TvTIM2 61 SAENVFTKPNGAFTGEVTVPMIKSFGIEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGM
SAENVFTKPNGAFTGEVTVPMIKSFGIEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGM
TvTIM1 61 SAENVFTKPNGAFTGEVIVPMIKSFGIEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGM

L B —
TvTIM2 121 KIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQIEKMIPAIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKVASTQ

KIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQIEKMIPAI PAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKVASTQ
TvTIMI 121 KIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQIEKMIPAIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKVASTQ
AATTLTULLELLLLLL AT ALY e A ARARAR— e ARA—
TvTTM2 181 DAQEMCKVIRDILAAKVGADTANKVRILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEAG
DAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVRILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLE[G

TvTIM1 181 DAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVRILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEPG
RAAAAAAARDRAA

TvTIMZ2 241 FINIVNSNVHSK 252
FINIVNSNVHSK

TvTIM1 241 FINIVNSNVHSK 252

Figura 6. Alineamiento de aminoéacidos entre TvTIM1y TvTIM2.

Tanto TvTIM1 como TvTIM2, cuentan con 252 aminoacidos, ambas proteinas difieren en cuatro residuos:
18,24,45 y 239 (sombreados en letras rojas). Los residuos cataliticos se muestran subrayados en azul (K12,
H94 y E166). En la parte superior de la secuencia se muestran los elementos de estructura secundaria: hélices-
a (espirales verdes) y laminas-f (flechas azules) (Lara-Gonzalez y col., 2014). Imagen realizada a partir de los
datos de Phyre2 (Kelley y col., 2015).

1.5 Antecedentes

1.5.1 Expresion através del promotor T7

En la actualidad existen una enorme cantidad de sistemas de expresion disponibles,

que han sido disefiados para varias aplicaciones (Berlec y Strukelj, 2013) . En este proyecto
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se utilizaron vectores de expresion tipo pET, que permiten la expresion de la proteina
recombinante a través del promotor del bacteriéfago T7; el sistema de expresion a través
del promotor T7 que utilizan los pladsmidos pET se basan en el mecanismo que Studier y
sus colaboradores describieron por primera vez. Los sistemas pET contienen promotores
hibridos, sitios multiples de clonacion, sitios de corte de proteasas, etiquetas de fusion. Para
la expresion por medio del sistema pET se requiere una cepa hospedera lisogenizada por
el fragmento del fago DE3 que codifique la T7 RNA polimerasa (bacteriéfago T7 gene 1),
ademas la cepa debe encontrarse bajo el control del promotor lacUV5 inducible por IPTG
(Studier y Moffatt, 1986; Novagen, N/A).

Dentro de la topologia del plasmido pET, el gene de interés es clonado downstream
del promotor del bacteriéfago T7, eliminando asi la expresion basal de productos téxicos
del gene en ausencia de la T7 RNA polimerasa pues los 20 nucleétidos que componen el
promotor no son reconocidos por ninguna polimerasa de E. coli. Algunos vectores pET
contienen ya sea upstream o downstream del gene de interés, alguna etiqueta de
purificacion o secuencia de reconocimiento de proteasas. Para inducir la expresion del gene
de interés es necesario que el hospedero exprese la T7 RNA polimerasa, ya sea que lo
obtenga por infeccién con T7 o esté codificado en el genoma de la cepa, en el caso de
contener la informacién en el genoma la expresién es a partir del promotor lacUV5 inducible

con IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) y el represor Lacl.

Una copia del gene lacl se encuentra en el genoma de la cepa de E. coli, éste
reprime al promotor lacUV5 en la célula y al promotor hibrido T7/lac en el plasmido pET. La
transcripcion de T7 RNA polimerasa ocurre al unirse IPTG y liberar Lacl tetramérico del
operon lac, la transcripcion del gene de interés del promotor T7/lac (reprimible por Lacl) es
iniciada, una vez que el IPTG libera Lacl, por la T7 RNA polimerasa, se inicia entonces el
proceso de traduccion del gene de interés, una vez que empieza a producirse T7 RNA
polimerasa, dado que el promotor T7 es una secuencia de 20 nucleétidos no reconocida
por la RNA polimerasa de la bacteria (Sgrensen y Mortensen, 2005; Cantrell, 2003). En la

Figura 7 se presenta de forma esquematica del proceso de induccién de los vectores pET.

Para la expresion a través del promotor de T7, la cepa E. coli BL21 (DE3+) es el
hospedero mas comun y robusto, capaz de crecer en medio minimo, la cepa no es
patégena, haciendo seguro su manejo al ser incapaz de sobrevivir en tejidos y causar

enfermedades. Escherichia coli BL21 es deficiente en 2 proteasas que pueden interferir en
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la recuperacion de la proteina recombinante y el sistema del promotor T7 lacO. Existen
derivados de E. coli BL21 que incluyen mejoras tales como: mayor estabilidad de plasmidos
con secuencias repetidas, mejoramiento de la formaciéon de puentes disulfuro en el
citoplasma, niveles de expresion proteica ajustable, genes con codones poco comunes en
E. coli y mutantes para expresion soluble (Sgrensen y Mortensen, 2005; Graslund y col.,
2008).

Induccion IPTG

E. coll

RNA polimerasa

\/

T7 gene 1

T7 RNA polimerasa

Induccion IPTG \
m v

RNA polimerasa
- | gene de interés

o | i;f»__— ; |
A e i e

promotor TF

lac I gene

\ genoma E. coli /

Figura 7 Proceso de induccion en vectores pET

Se muestran los componentes mas importantes del sistema de expresion de proteinas en los vectores pET a
través del promotor del bacteriéfago T7. Se muestra del lado derecho de la figura la topologia del plasmido
pET, se observa la posicion del gene de interés downstream al promotor T7. En el lado izquierdo de la figura
se ilustra el genoma de la célula E. coli, en el dibujo se representa a partir de un cuadro blanco la presencia
del fragmento del fago DE3, caracteristica que permite a la célula expresar la proteina usando el promotor T7.

El control de expresién del vector pET se lleva a cabo a través del promotor y operdn lac, antes de transcribir
el gene de interés, debe estar presente el gene de la T7 RNA polimerasa en el genoma de la célula hospedera
de E. coli, donde se cuenta con un promotor inducible que se activa con Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG), un analogo de lactosa que desplaza al represor lacl del promotor lac , por lo tanto se expresa la T7
RNA polimerasa y empieza a trascribir el gene de interés. Por otra parte dicho control se presenta también
dentro del plasmido pET a partir del operén lac dentro del promotor T7/lac, dénde la unién del represor lacl en
sitio reduce la transcripcion de la T7 RNA polimerasa, y la adicion de IPTG permite la transcripcion del gene
de interés a partir del reconocimiento de la secuencia del promotor T7 por parte de la T7 RNA polimerasa
expresada por la cepa (Causey, 2003; Jonasson y col., 2002; Novagen, 2011b; Studier & Moffatt, 1986).
Imagen traducida de Novagen, 2011b
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1.5.2 Obtencion de la estructura cristalografica de TvTIM1y TvTIM2

Como se menciono en la Introduccion, en T. vaginalis existen codificados dos genes
funcionales para TIM’s (tvtiml y tvtim2), actualmente las estructuras cristalograficas de
ambas proteinas se conocen (Miranda-Ozuna y col., 2016). Ambos genes codifican
proteinas de 27 kDa (TvTIM1 y TvTIM2), sin embargo, aun cuando entre ellos existe un alto
grado de identidad (97.6%), TvTIM1 presenta dimeros mas estables y menos propensos a
disociarse, en comparacion a TvTIM2 (Miranda-Ozuna y col., 2016; Figueroa-Angulo y col.,
2012a).

La estructura de ambas TvTIMs fue resuelta por difraccion de rayos X, la diferencias
gue existen entre ambas TVTIMS son cuatro aminoacidos: 18 (E/Q), 24 (I/V), 45 (1/V) y 239
(P/A). Mientras que los residuos 18 (E/Q) y 239 (P/A) se encuentran expuestos al solvente,
los residuos 24 (1/V) y 45 (I/V) estan en la region hidrofébica de la proteina. De particular
interés es el residuo 45, ya que se sitta en la interfaz del barril TIM (Figura 8-A). El residuo
45, encaja dentro de la cavidad hidrofébica del otro monémero, de tal modo que estas
interacciones unen las dos subunidades en una interaccion “ball and socket”. En la
interaccion los residuos 145/V45 de TvTIM1 y TvTIM2 respectivamente funcionan como la
esfera (ball); la cavidad (socket) esta formada por los residuos P43,F44,F46,L47,P48,
V77,M81,182 e 185 (Figura 8-B). Las cadenas de estos residuos forman una cavidad en la
cual los residuos ramificados isoleucina y valina, tienen espacio para ubicar sus grupos
metilo (Salgado Lugo, 2011).

La cristalizacién de las TVTIM se realiz6 por el método de la gota colgante utilizando
el kit comercial Hampton Crystal Screen, se observo que el crecimiento de los cristales fue
a diferentes velocidades, en las condiciones 9, 18, 41, 43 y 46 del kit Crystal Screen | y las
condiciones 5, 22, 25, 37 y 45 para el kit Crystal Screen 2, la formacion de cristales ocurrié
en un lapso de dos horas después del montaje de gotas. Por otra parte, para las condiciones
4, 20, 39, 40, 42 del kit Crystal Screen | y las condiciones 13, 14 23, 38 y 48 del kit Crystal
Screen 2, la formacion de cristales ocurri6 dos semanas después del montaje de los
cristales. En total durante el proceso de cristalizaciébn se obtuvieron cristales en 11
condiciones de Crystal Screen 1 y en 10 condiciones de Crystal Screen 2 (Salgado Lugo,
2011).
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Figura 8. Interfaz de los dimeros de TvTIM1

Representacidn en cintas de la TvTIM1 (A), se muestra en colores distintos cada subunidad y en representacion
de esferas el residuo 45 y los aminoacidos que lo rodean. Los aminoacidos que rodean al residuo 45 de la
subunidad A se muestran en color rojo (B), mientras que el residuo 145 de la subunidad B se muestra en azul
(Lara-Gonzalez y col., 2014). Figura realizada en PyMol (Schrddinger, 2015).

1.5.2.1 Método de cristalizacién por Gota colgante

Como se mencion6 en la Introduccion, los cristales de proteinas son
autoensamblajes periddicos de macromoléculas grandes y generalmente flexibles, unidos
por interacciones intermoleculares débiles. Los cristales son generalmente fragiles y
sensibles a cambios ambientales. Para que ocurra la cristalizacién es necesario que la
solucidn de proteina esté sobresaturada, en la sobresaturacion la nucleaciéon puede ocurrir
y formarse cristales mientras la solucion llega a un equilibrio termodinamico (Cudney y col.,
1994; Lattman y Loll, 2008). La técnica mas comun para crecer cristales de proteinas es
por difusién de vapor, donde el vapor de agua se equilibra entre la gota que contiene
proteina y una solucién precipitante en un reservorio con mayor concentracion de agente
precipitante. Las condiciones en la solucién que contiene la proteina son manipuladas por
difusion a través del aire, la nucleacion ocurre cuando la concentracion de la proteina
incrementa por la reduccion del volumen, causado por el equilibrio de vapor de agua de la

gota que contiene la proteina en una solucién higroscépica (Figura 9).
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Figura 9. Técnica de gota colgante/vapor de difusion

Representacién esquematica del proceso de cristalizacién por difusiéon de vapor, por el método de gota
colgante. Del lado izquierdo, se observa la gota colgando del cubreobjetos, la gota estd compuesta de la
solucion de proteina y solucion del reservorio. Por procesos de difusion de vapor, el agua de la gota quedara
en equilibrio con el sistema, se deshidratara la gota, propiciando saturacion de la proteina y generando puntos
de nucleacion que eventualmente generarén cristales (lado derecho).

El paso mas critico al determinar la estructura tridimensional de las proteinas por
difraccién de rayos X, es obtener cristales Unicos y grandes, adecuados para estudios de
difraccién. Las condiciones éptimas de crecimiento de cristales, para macromoléculas
biol6gicas generalmente son dificiles de predecir a priori. El nUmero de variables que
afectan la cristalizacién es alto: concentracion, temperatura, pH, fuerza iénica, aditivos y
precipitantes; por lo tanto, el numero total de condiciones combinatorias a probar hace
privativo una busqueda exhaustiva. Una aproximacion para sobrellevar esta situacion es
utilizar el método factorial incompleto de Carter & Carter, en donde una matriz amplia es
probada y a partir de ella se analizan entramados mas finos. La experiencia previa indica
que una vez que las condiciones aproximadas de cristalizacion han sido halladas, es
relativamente facil optimizar las condiciones para obtener cristales adecuados para estudios
cristalograficos (Cudney y col., 1994; Jancarik y Kim, 1991). Basado en esto, existen

multiples kits con varias condiciones de cristalizacion para iniciar el escrutinio.

1.5.2.2 Problema de fases y Reemplazo molecular

Cuando se obtiene el patron de difraccion de un cristal por rayos X, el patron
consiste en miles de puntos; dado que los detectores solamente miden intensidades en el
tiempo, es posible determinar la posicion e intensidad de cada punto, sin embargo, las fases
de las ondas, que formaron cada punto, deben ser también determinadas para producir un
mapa de densidad electrénica, a esto se le conoce como "problema de fases" (Vazquez-
Contreras, 2003; Rupp, 2010).
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Para resolver este problema existe una aproximacion matematica donde a partir de
las reflexiones se calcula una fase; otro método: reemplazo isomorfico, consiste en irradiar
dos o mas versiones del mismo cristal, donde uno se deriva del otro por la presencia de
iones de metales pesados. La introduccion de un atomo pesado cambia la intensidad de
difraccién y a partir de la perturbacion es posible deducir los valores de fase (Read, 2010;
Rupp, 2010).

El método de reemplazo molecular consiste en utilizar las coordenadas XYZ de una
estructura similar y conocida para proveer fases a una estructura desconocida, esta
estrategia provee fases iniciales estimadas de la nueva estructura a partir de la ya conocida
(Yeates y Kent, 2012). Este método es adecuado cuando se tiene un modelo relacionado
con la estructura de interés (Evans y McCoy, 2008). Tal es el caso de la TvTIM que como

se menciond anteriormente ya cuenta con estructuras resueltas.

1.5.3 Proteinas de interés para el proyecto

1.5.3.1 Enolasa 1 de Arabidopsis thaliana (Enol)

El genoma de Arabidopsis thaliana contiene 3 genes para enolasas (ENO1, ENO2,
ENO3) la ENO1 es una enzima de 477 aa, importante durante el desarrollo de embriones
en plastidos, donde la conversion de 3-PGA a PEP, sirve como precursor para acetil
coenzima Ay acidos grasos. En Arabidopsis thaliana ademas, la enolasa 1 se une a mRNA,

esta doble funcién adn no ha sido explicada (Kdster y col., 2017)

La enzima enolasa (EC 4.2.1.11) cataliza la conversion de 3-fosfoglicerato (3-PGA)
en fosfoenol piruvato (PEP), en un solo paso de deshidratacion, el PEP es central durante
la glicolisis y el ciclo de Calvin-Benson. Es una de las enzimas mas estudiadas en la linea
de ingenieria de proteinas. Esta enzima presenta un plegado de 8 hélices-a y 8 laminas-j3,

con una estructura muy similar a un barril TIM (Fuentes-Pascacio, 2015).

1.5.3.2 Proteina de Union a Cadena Sencilla Mitocondrial 1 de Arabidopsis
thaliana (SSB1) y Proteina de Unién a Cadena Sencilla Organelar 1 de
Arabidopsis thaliana (OSB1)

Una proteina de unién a cadena sencilla se une a hebras separadas de DNA y

estabiliza la regidn abierta para facilitar la replicacion, reparacion y recombinacion (Rédei,



2008; Edmondson y col., 2005). El genoma mitocondrial de Arabidopsis thaliana es cercano
a 367kb, se sabe que la poblacion de ADN mitocondrial es heterogénea entre moléculas de
hebra sencilla y doble (Zaegel y col., 2006)

La proteina de unién a cadena sencilla 1, SSB1 (At4g11060) codifica para una
proteina localizada en la mitocondria, con capacidad de unirse a DNA de cadena sencilla,
se ha observado que tiene una funcién homologa a la SSB de E. coli, por lo que se ha
propuesto su participacion en la recombinacion de DNA mitocondrial (Edmondson y col.,
2005). La proteina organelar de unién a cadena sencilla 1, OSB1, pertenece a una familia
de proteinas mitocondriales y cloroplastidicas de Arabidopsis thaliana, que se unen a
cadenas sencillas de DNA que cuentan con un motivo nuevo para unirse a DNA. OSB1 es
necesaria para la estabilidad del DNA mitocondrial, ya que permite la trasmision
estequiométrica de mtDNA de forma correcta, la proteina se expresa primariamente en
células gametofiticas (Zaegel y col., 2006).

1.5.3.3 Inhibidor de cisteina proteinasas de Entamoeba histolytica (EhICP1)

El parasito Entamoeba histolytica, agente causal de la amebiasis, basa su proceso
de infeccién a través de cisteina proteinasas (CP’s) de la familia de la papaina. Sin
embargo, se ha observado la existencia de dos isotipos de ICP (Inhibidores de cisteina
proteinasas). Los ICP pertenecen a una clase de inhibidores de CP’s con pesos moleculares
pequefios (11 a 15 kDa) llamados “chagasinas”, éstos inhiben CP’s de la familia de papaina,
con una afinidad en el rango de nanomolar a picomolar, similar a las cistatinas (Casados-

Vazquez y col., 2011; Riekenberg y col., 2005).

Se ha propuesto que los dos isotipos (EhICP1 y EhICP2) estan implicadas en el
trafico o interferencia con la actividad de CP’s, al regular negativamente la secrecion de CP
y la virulencia del parasito. EhICP2 se localiza en lisosomas y fagosomas, mientras que
EhICP1 ese encuentra en el citosol. Esto sugiere que la actividad de EhICP1 es inhibir CP’s
previo a una ruta secretoria, EnICP1 ademds podria prevenir que CP’s dafien a la célula en
caso de que algun precursor de CP’s sea activado, o proteger a la célula de CP’s activos
liberados por algun lisosoma (Sato y col., 2006). Las ICPs o chagasinas estan conformadas
por 8 laminas-B, hélice-a y tres hebras moviles en el mismo extremo que se une a CP (Sato
y col., 2006).
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2 Justificacion

Conocer la estructura tridimensional de las proteinas es importante para entender
los procesos biolégicos que se llevan a cabo en las células, asi también para aplicaciones
como disefno de farmacos (Wlodawer y col., 2008). La técnica comunmente utilizada para
conocer la estructura de las proteinas, es la cristalografia de rayos X, sin embargo el paso
mas critico al determinar la estructura tridimensional de las proteinas por esta metodologia,
es obtener cristales Unicos y grandes, adecuados para estudios de difraccién (Jancarik y
Kim, 1991).

Establecer las condiciones 6ptimas de crecimiento de cristales para
macromoléculas bioldgicas en general es dificil de predecir, ademas muchas proteinas por
sus caracteristicas son renuentes a cristalizar. Tal es el caso de 4 proteinas (SSB1,0SB1,
Enol, EhICP1), que se trabajan en el laboratorio de Bioguimica Estructural (Garcia-Medel,
2016; Fuentes-Pascacio, 2015; Jimenez-Sandoval, 2016). Para ello se propuso una
aproximacion para cristalizar estas proteinas, disefiando distintas formas de ensamblaje de
una misma proteina acarreadora o andamio, a la cual nuestras proteinas de interés puedan
ser unidas. El andamio mejoraria la posibilidad de formar contactos cristalinos y asi las

proteinas de interés co-cristalizaran con el andamio.

Aunque existen proteinas que parecen ser efectivas para funcionar como andamios
de cristalizacién (MBP y GST), otras proteinas pueden ser igualmente o mas efectivas.
Hasta el momento el esfuerzo para encontrar alternativas para MBP o GST ha sido
insuficiente y el repertorio puede ser expandido al emplear anticuerpos, ankyrinas u otras
proteinas (Waugh, 2016). En este trabajo se propone el uso de TvTIM como andamio, dada
su propension y facilidad de cristalizar. A partir del uso de dos linkers habran de fusionarse
las proteinas de interés, obteniéndose cristales 6ptimos para difraccion de rayos X. De esta
manera utilizando técnicas de reemplazo molecular serd posible conocer la estructura de
las proteinas de interés. El conocer la estructura de Enol, SSB1, OSB1y EhICP1, ampliara
el entendimiento de la funcién de estas proteinas, permitiéndonos proponer nuevas
hipétesis, encaminadas a entender la dindmica de su funcionamiento en sus organismos

de origen.
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3 Hipotesis

TvTIM es capaz de establecer una red (lattice) que permitira cristalizar proteinas
fusionadas en el extremo carboxilo terminal. Las estructuras podran por tanto ser resueltas

por reemplazo molecular.

4 Objetivos

4.1 General

Comprobar que TvTIM puede ser usado como andamio de cristalizacion.

4.2 Particulares

e Determinar condiciones de expresion y purificacién de proteinas de fusion.
e Establecer condiciones de cristalizacién para las fusiones.

e Resolver las estructuras de las fusiones.
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5 Materiales y métodos

5.1 Materiales

5.1.1 Plasmidos

Para este proyecto se disefiaron genes sintéticos clonados en los plasmidos pUC57-
tvtimFlexible (GenScript Lot. 1527355-2/B70079) y pUCS57-tvtimRigido (GenScript
Lot.1527355-1/B70075). Estos plasmidos contienen los genes tvtimRigido y tvtimFlexible

clonados entre los sitios Ncol y Xhol (Figura 10-A). Para la secuencia revisar Anexo 8.1.

Como plasmido de expresion se utilizé el vector pET28b(+) (Novagen,) de 5368 pb que
presenta control a través de las sefales de transcripcion y traduccién del bacteriéfago T7,
cuenta con dos etiquetas de polihistidinas a ambos extremos del sitio multiple de clonacion, el
marcador de seleccién es la resistencia a Kanamicina, promotor de T7 RNA polimerasa y sitios
de restriccion Ncol y Xhol (Figura 10-B) (Blaber, Dr., 1997; Novagen, 2011; Novagen, 1998b;

Novagen, 1998a) (Ver. Anexo 8.5.1 para el mapa del plasmido).

Los genes candidatos a subclonar en los andamios de cristalizacién (ENO1, SSB1,
OSB1, EhICP1), se tenian clonados en el plasmido pET19b(+) (Novagen, 1998a) entre los sitios
Ndel y BamHI (Fuentes-Pascacio, 2015; Garcia-Medel, 2016; Jimenez-Sandoval, 2016). Cabe
destacar que para EhICP1 se utilizaron tanto la versiéon silvestre (EhICP1lwr), como dos
mutantes de sustitucién de cisteinas: EhICP1lcxa (sustitucion de cisteinas por alaninas) y
EhICP1cxs (sustitucidn de cisteinas por serinas). (Anexo 8.1.3.1 las cisteinas subrayadas en

color negro).

5.1.2 Sistema de expresion y cepas bacterianas.

Para expresar los andamios se eligié E. coli, por ser un sistema de expresion muy
conocido, de facil manejo y rapida propagacion al tener un tiempo corto de duplicacion (LaVallie,
2001; Jana y Deb, 2005; Nicholl, Desmond S. T, 2008; Qing y col., 2004). Se utilizaron dos
cepas de E. coli, para el armado del andamio y la subclonacion de los genes de las proteinas
blanco, se us6 la cepa DH5a y para la expresion de las proteinas de fusion la cepa BL21(DE3+)
(LaVallie, 2001; Casali, 2003).
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5.2 Estrategia Experimental.

La estrategia general para la subclonacion, expresion, purificacion, cristalizacion

y resolucion de la estructura de las proteinas de fusion se muestra a continuacion.

Subclonacién de andamios
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¥

Subclonacién de genes candidatos

Cultivo e induccién de proteinas

Purificacion por IMAC y Filtracion en Gel

Ensayos de Cristalizacion

Seleccién de cristales

Coleccion de datos de difraccion

Resolucion de estructura tridimensional

23



5.3 Métodos

5.3.1 Subclonacién de andamios en vector pET28b (+)

Se transformaron los plasmidos pET28b(+) (Novagen), pUC57-tvtimFlexible
(GenScript) y pUC57-tvtimRigido (GenScript) en células quimicamente competentes de
E. coli DH5a por el método de choque térmico (Sambrook y Russell, 2001). A partir de las
colonias que crecieron en las placas se seleccioné una de cada construccion, se
inocularon tubos de medio LB adicionado con el respectivo antibiético sugerido por el
proveedor (100 pg/mL de ampicilina para pUC57-tvtimFlexible y pUC57-tvtimRigido. 50
pg/mL de kanamicina para pET28b (Causey, 2003; Novagen, 2011; GenScript,)). Los
tubos se incubaron a 37 °C y 200 rpm durante toda la noche (16 horas aproximadamente)
en una incubadora Innova 4000 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific, New
Jersey). Se extrajo DNA plasmidico (DNAp) siguiendo las instrucciones del proveedor por
medio del kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit de ThermoScientific (ThermoScientific,
2014). La integridad del DNAp purificado se analizé mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (0.2 ug/mL Bromuro de Etidio,0.5X TBE, 50 minutos a 95 V). Las imagenes
se capturaron en un fotodocumentador BioRad® ChemiDocXR (BioRad, Milan) mediante
el software QuantityOne v:4.6.5 (BioRad).

Mediante un andlisis de restriccion se corroboré que los plasmidos estuvieran
completos y tuvieran los sitios de restriccion necesarios para la clonaciéon. En las
construcciones pUC57-tvtimFlexible y pUC57-tvtimRigido, los genes de los andamios se
disefiaron para ser clonados entre los sitios de restriccion Ncol y Xhol (Figura 10-A), como
se observa en la Figura 10-B ambos sitios de restriccibn se encuentran también en
pET28b (+) por lo tanto fue necesario comprobar que los tres plasmidos presentaran los

sitios de restriccion.

El andlisis de restriccibn se realizd con las enzimas Ncol y Xhol de
NewEnglandBiolabs™, ambas usan el mismo buffer (“Buffer CutSmart®”), por lo tanto se
realizo la reaccion de restriccion en el cuarto de cultivo a 37°C siguiendo las indicaciones
del proveedor (New England BioLabs, 2014). Finalizada la reaccién de restriccion, se
cargaron en un gel de agarosa al 1% (0.2 ug/mL Bromuro de Etidio) y se corrieron con

0.5X TBE a 95V por 50 minutos. Se revel6 el gel usando un fotodocumentador BioRad®
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ChemiDocXR y las imagenes obtenidas se analizaron mediante el software QuantityOne
v:4.6.5. El tamafo de los fragmentos obtenidos se compard con el tamafio tedrico
esperado. La presencia de fragmentos con los tamafios esperados indicé que los
plasmidos cumplian las condiciones (Ver Tabla 1), 948pb para el inserto tvtimFlexible,
951pb para el inserto tvtimRigido, 5.3 kpb para pET28b(+) y 2.7 kpb para pUC57.

A

948pb Flexible Linker 12aa (GSAGSAAGSGGS)
951pb Rigid Linker 13aa (TVDAALAAAQTNA)

5

e°°\ il
I-M PreScission -

) 4

Ndel EcoRl Sacl Sall Hindlll Notl Eagl Sacll BamHI

B T7 promotor primer #69348-3

ET upstream primer #69214-3
PET up B ,"P T7 promotor

lac operador Xba |
TTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TGTGAGCGGATAACAA

AGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGLCCTGGTGLLCGLGLGGLA 3 L
rSerdisHisHisHisHisHisSerSerGlylLeuValProArgGlySerHisMetAloSerMetT

thrombma

Eagl
BamH | EcoR | Sacl _Sall Hindlll _ Notl [XhoT] His+Tag
ATGGGTCOGBATCCRAATTCGAGCTCCGTCGACA AGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCL GGCTGCTAACAAA GCC(
GlyArag A |~ [ JAloAloAla lyHisHisHIsHIsHIsHIsEnd
Bpu1102 | T7 terminador

AAGGAAGCTGAGTTGGE TGCTGCCACCGE TGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTT
-—
T7terminador primer #69337-3
pET-28b(+) region expresién/clonacion

Figura 10 Disefio de genes de andamios y sitio multiple de clonacion de
pPET28b(+)

(A) Los genes de los andamios tienen en el extremo 5" un sitio Ncol y un sitio Xhol en el extremo 3'.
Siguiendo al sitio Ncol comienza la etiqueta de polihistidinas (HisTag) seguido por un sitio de reconocimiento
para PreScission™ Protease (Walkery col., 1994). Posteriormente comienza el gene de TvTIM (145) seguido
por el linker (L) y finalmente un Sitio Multiple de Clonacién (MCS). (B) El sitio multiple de clonacion de
pET28b(+) cuenta con un sitio Ncol (rojo) antes de la primera etiqueta de polihistidinas y un sitio Xhol (verde)
antes de la segunda etiqueta de polihistidinas. Modificado a partir de Novagen, .
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Una vez comprobada la integridad de los pldsmidos se realiz6 la clonacién por
digestion utilizando Ncol y Xhol para digerir pUC57tvtimFlexible, pUC57tvtimRigido y
pPET28b(+). El pladsmido linealizado y los insertos se ligaron a una relacion 3:1 (inserto a
plasmido) con 10 unidades de T4 DNA Ligase (New England Biolabs, 2014b) siguiendo
las indicaciones del proveedor (16°C, toda la noche). Las ligaciones se transformaron en
células quimiocompetentes E. coli DH5a y se crecieron en placas de LB (adicionadas con
50 pg/mL de kanamicina), el tamizaje de las clonas positivas se realizé a partir de PCR
de colonia (Invitrogen Tag DNA Polymerase PCR Buffer 1X, 1.5uM MgClz, 1 unidad Taq
Polimerasa, =1 pM dNTP’s) utilizando los oligonucleétidos “T7 promotor” y “T7
terminador” del sistema pET (Novagen, 2011b) segun las indicaciones del proveedor.
Aquellas clonas que amplificaban un producto de 950pb aproximadamente, fueron
consideradas positivas, crecidas en medio LB (adicionado con 50 pg/mL de kanamicina)

y se purificaron los plasmidos por el método de CTAB (Del Sal y col., 1988).

Se realiz6 un analisis de restriccion a los plasmidos purificados, en reacciones de
15uL utilizando Ncol/Xhol segun las indicaciones del proveedor (Buffer CutSmart), las
digestiones se corrieron en geles de agarosa al 1% en las condiciones antes descritas,
se revelaron y analizaron. Aguellos plasmidos que liberaran fragmentos de 948pb 0 951pb
eran considerados clonas positivas de tvtimFlexible y tvtimRigida respectivamente (Tabla
1). Con tres plasmidos de cada construccibn se transformaron células
guimiocompetentes E. coli DH5a, se purificaron los plasmidos por GeneJET Plasmid
Miniprep Kit y se mandaron a secuenciar (Labsergen, Langebio) con los oligonucle6tidos
“T7 promotor” y “T7 terminador”. Las secuencias recibidas se alinearon contra la
secuencia nucleotidica de los andamios (Biomatters, 2009) y se observaron diferencias
en las secuencias. Simultdneamente se tradujeron las secuencias en tres marcos de
lectura abiertos (ORF) (Gasteiger y col., 2003) y se realiz6 una bisqueda con BLAST
(Madden y col., 1996). De aquellas secuencias de aminoacidos que tenian 100% de
identidad con la secuencia de TvTIM y que ademas contaban con todos los nucle6tidos
del sitio multiple de clonacion (Anexo 8.1.1 regién celeste) se eligié un plasmido de cada
andamio y se continué trabajando. Las construcciones resultantes de aqui en adelante
serdn nombradas pET28b(+)-TvTIMrigido y pET28b(+)-TvTIMflexible.
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Tabla 1 Tamafios de plasmidos y genes usados

Plasmido/Gene

Tamanfo (pb)

PET28b(+)¢

pUC57-tvtimFlexible®

pUC57-tvtimRigido©

NPET28b(+)X

NpUC57*

NtvtimFlexibleX

NtvtimRigido*

PET28b(+)-tvtimRigido®

PET28b(+)-tvtimFlexible®

Enol

SSB1

OSB1

EhICP1
(wt,mut.CxA, mut. CxS)

5368

3648

3651

5231

2700

948

951

6176

6173

1434

525

684

312

¢ Forma circularizada; X Extremo cohesivo Xhol; N Extremo cohesivo Ncol
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5.3.2 Subclonacion de Enol, SSB1, OSB1 y EhICP1 en los andamios

Como se explico en la seccién de Materiales, todos los genes de las proteinas de
interés estaban clonados en pET19b entre los sitios Ndel/BamHI. A partir de los plasmidos
se transformaron células quimiocompetentes de E. coli DH5a, se crecieron en agar LB
(adicionado con 100 pg/mL de Ampicilina), posteriormente se crecié una colonia de cada
construccion en medio LB (adicionado con 100 pg/mL de Ampicilina), a partir de los
cultivos se purificd pladsmido por GeneJET Plasmid Miniprep Kit. Se hizo analisis de
restriccion con las enzimas Ndel y BamHI para corroborar que los fragmentos liberados

correspondieran al tamafio esperado.

Estos plasmidos pET19 se digirieron con las enzimas Ndel/BamHI en NEB Buffer
3.1 siguiendo las indicaciones del proveedor (New England BioLabs, 2013), a su vez se
digirieron los plasmidos pET28b(+)-TvTIMrigido y pET28b(+)-TvTIMflexible con las
mismas enzimas (Ndel/BamH]I). Los fragmentos se purificaron y clonaron por el método
de STRU (Bellini y col., 2011), utilizando concentradores Corning® Spin-X® UF (100K
MWCO) de 500 pL, con 1000ng de los plasmidos receptores (pET28b(+)-TvTIMrigido y
pET28b(+)-TvTIMflexible) y 1200ng de los plasmidos donadores (pET19b-Enol, pET19b-
OSB1, pET19b-SSB1, pET19b-EhICP1wt, pET19b-EhICP1mut CxA, pET19b-EhICP1mut
CxS). Las ligaciones se realizaron con T4 DNA Ligase, se transformaron en células
guimiocompetentes de E. coli DH5a y se plaquearon en LB (adicionado con 50 pg/mL de

Kanamicina).

Las clonas candidatas fueron analizadas por PCR de colonia (Invitrogen Tag DNA
Polymerase PCR Buffer 1X, 1.5uM MgCl;, =1 unidad Taq Polimerasa, 1 yM dNTP’s)
utilizando los oligonucleétidos “T7 promotor” y “T7 terminador” del sistema pET, siguiendo
las instrucciones del proveedor. Aquellas clonas que amplificaban un fragmento mayor a
1000pb eran consideradas positivas. Las clonas positivas se crecieron en medio LB
(adicionado con 50 pg/mL), a partir de los cultivos se extrajo DNA plasmidico por el
método de CTAB (Del Sal y col., 1988). Posteriormente se realizaron dos analisis de

restriccion a los plasmidos purificados.

Siguiendo las indicaciones del proveedor, el primer andlisis de restriccion se

realizo utilizando Ncol/Xhol (Buffer CutSmart), para liberar el fragmento del andamio
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fusionado al gen clonado. El segundo analisis de restriccién consistié en digerir los
plasmidos con Ndel/BamHI (NEB Buffer 3.1) para liberar el fragmento del gen clonado.
Las digestiones se corrieron en geles de agarosa al 1% en las condiciones antes
descritas, se revelaron y analizaron los geles. Aquellos pladsmidos que liberaban un
fragmento mayor a 1000pb para la digestion con Ncol/Xhol y un fragmento del tamafio
del gen clonado con la digestion Ndel/BamHI (Ver Tabla 1), se mandaron a secuenciar

(Labsergen, Langebio) con el oligonucledtido “T7 terminador” del sistema pET.

Las secuencias se tradujeron en tres ORF’s (Gasteiger y col., 2003) y se realizd
una busqueda con BLAST (Madden y col., 1996) con las secuencias de amino&cidos. De
aquellas secuencias de aminoacidos que tenian 100% de identidad con la secuencia de
la proteina clonada, se eligié una construccién de cada proteina en cada andamio y se
procedi6 a la expresion. Para ello los plasmidos se transformaron en células

quimiocompetentes de E. coli BL21(DE3+).

5.3.3 Cultivo e induccidn y purificacion de las fusiones

A partir de la transformacion de la cepa E. coli BL21(DE3+) con los plasmidos de
las construcciones, se lavaron las cajas y se inocularon 100 mL de medio LB adicionado
con 50 pg/mL de Kanamicina, el medio se crecié a 37 °C, 220 rpm, durante toda la noche
en una incubadora Orbital Shaker Incubator (mrc). Con el cultivo se inocularon 1000 mL
de medio LB suplementado con 50 pg/mL de Kanamicina, y se indujo la expresion a 0.5
mM de isopropil-B-D-tiogalactosidasa (IPTG) cuando la ODsoo fue entre 0.6 y 0.8. Se
incubé el cultivo a 16°C durante 18 horas a 220 rpm (Qing y col., 2004) en una incubadora
Incubator Shaker Series (New Brunswick, USA). El protocolo de purificacién utilizado esta

basado en el reportado por Estrella Hernandez, 2015; Salgado Lugo, 2011.

Finalizado el tiempo de induccion, los cultivos se centrifugaron a 5000 rpm
(Beckmann JA-10) por 12 minutos para obtener pastilla de células, la pastilla se
resuspendié en 30 mL de Buffer de Lisis (20 mM Tris-HCI pH. 8.0, 150 mM NaCl,5 mM
Imidazol, 2 mM PMSF), el lisado se incubé en agitacion a 4°C por 30 minutos con 5 mg/mL
de lisozima, posteriormente se sonico el lisado, durante 10 ciclos de 30 segundos en
sonicacion, por 1 minuto de reposo (Branson Sonifier 450, Duty Cycler 80, Output Control

7). Se centrifugo el lisado a 10000 rpm (Beckman JA-20) por 30 minutos a 4°C.
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El sobrenadante se complementé con 2 mM de PMSF, posteriormente se paso
por un filtro de 0.22 uM (Millex-GV PVDF, Millipore). El filtrado equivalente a un litro de
cultivo, se carg6 a una columna de HisTrap™FF de 1 mL (GE LifeSciences) previamente
equilibrada con buffer de lisis, se realizaron 3 lavados secuenciales con 20 volimenes de
columna del buffer de lisis adicionado con 10 mM de imidazol, 20 mM imidazol y 40 mM
imidazol con 500 mM de NacCl.

Se eluyeron las proteinas con 5 volimenes de columna de buffer de lisis con 500
mM de Imidazol, se dializ6 la elucion en 1 Litro de 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 mM EDTA 'y
5 mM DTT, con 0.1 mg de PPS por mg de proteina purificada (GE Healthcare, 2012;
Walker y col., 1994). La remocion de la etiqueta de histidinas se llevd a cabo por filtracion
en gel (25 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 mM EDTA, 150 mM NaCly 5 mM DTT) en una columna
pre-empacada Superdex 200 10/300 GL (GE LifeSciences) a un flujo de 0.5 mL/min en
un equipo AktaPure (GE LifeSciences), los cromatogramas de la purificacién fueron
adquiridos y analizados por el software UNICORNY v.7.0.2 (GE Health and LifeSciences).

Se recuperaron aquellas fracciones correspondientes a la fusién de interés, se
confirmo su pureza por observacion al correr las muestras a 120V por 40 minutos (Buffer
de Laemli 2X) en SDS-PAGE al 12% (Acrilamida %T=30, %C=3). Aquellas muestras que
presentaban una Unica banda, correspondiente al tamafio de la proteina de fusion, se
juntaron y se concentraron en concentradores de proteina tipo Pierce de 10K MWCO
(ThermoFisherScientific) hasta alcanzar una concentracién minima de 5 mg/mL, medida

en NanoDrop1000 (ThermoFisherScientific).

5.3.4 Ensayos de Cristalizacion

A partir de las purificaciones, se eligieron aquellas proteinas que se obtuvieran
mayoritariamente en la como proteina soluble y de forma mas pura (>90% en SDS-
PAGE). Para los ensayos de cristalizacion se probaron una serie de condiciones
comerciales de Hampton® Research del Kit “Crystal Screen I’ y “Crystal Screen 2". Estas
condiciones estan constituidas basicamente por 3 componentes: un agente precipitante,
una sal y una solucién amortiguadora. Los dos kits conforman un total de 98 condiciones

diferentes Crystal Screen | (50 condiciones) y Crystal Screen 2 (48 condiciones).
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A partir de las proteinas purificadas y concentradas se llevaron a cabo pruebas de
cristalizacion bajo el método de difusion de vapor por gota colgante, antes descrito. Se
probaron 96 condiciones de Crystal Screen 1y 2 en placas Linbro de 24 pozos, utilizando
cubreobjetos siliconizados (FisherScientific,USA), se sellaron con DowCorning 7 Release
Compound segun lo descrito por Jancarik y Kim,. En cada pozo se prob6 una relacién en
gota de proteina:solucion de 1:1. Para aquellas condiciones con cristales pequefios se
probé a optimizar las condiciones probando cuatro relaciones proteina a buffer. Todas las
placas se incubaron a 21°C y se realizd una observacion periddica en estereomicroscopio
(SMZ800 10X Nikon), hasta la aparicion de cristales.

5.3.5 Coleccién de datos de difraccion por rayos X

Aquellas condiciones donde los cristales cumplian con los requisitos de tamafio y
calidad, los cristales fueron recuperados en asas de nylon de 0.2uM, lubricadas en una
solucion que contenia el 80% de la solucion de cristalizaciéon suplementada con 20% de
glicerol, los cristales recuperados fueron congelados con nitrégeno liquido en las
instalaciones del Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO).
Se recuperaron cerca 10 cristales de cada proteina cristalizada, los cristales se difractaron

a una resolucion entre 1y 4 A, en el Advanced Photon Source (Chicago).

5.3.6 Determinacion de las estructuras, refinamiento y andlisis.

El tratamiento de los datos fue a partir de la Suite CCP4 (Winn y col., 2011), las
imagenes colectadas se indexaron en iIMOSFLM para calcular la densidad electronica y
asi construir, por remplazo molecular, la estructura de las fusionesTvTIM1 utilizando
como estructura molde (PDB:404YV). El reemplazo molecular se llevé a cabo por medio
del programa PHASER de la suite de CCP4, y el refinamiento se realiz6 con Phenix
(Adams y col., 2010) y Coot (Emsley y col., 2010).
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6 Resultados y Discusidn

6.1 Armado de los plasmidos andamio y subclonacion de los genes de
interés

Realizando la metodologia descrita anteriormente se clonaron los andamios en el
plasmido pET28b(+), en la Figura 11, se observa en los Carriles 1 y 19 que las
construcciones al ser digeridas con Ndel/BamHI corresponden aproximadamente al
tamafio del plasmido (Tabla 1), puesto que la porcién que es escindida es solo de unas
cuantas pares de bases, no se resuelve en el gel (Figura 10-B, Anexo 8.1.1). Los
fragmentos liberados al digerir los plasmidos de los andamios con Ncol/Xhol (Figura 11.
Carriles 2 y 20) se observa que se liberan fragmentos cercanos a 1000pb que

corresponden al tamafio esperado de los genes de andamio (Tabla 1).

En lo referente a las fusiones se observa en los Carriles impares (Figura 11.
Carriles: 3,5,7,9,11,13,15,17,21,23,25 y 27), que al digerir las construcciones con
Ndel/BamHI, éstas liberan fragmentos de tamafio aproximado al gen fusionado (bandas
dentro de los cuadros), el tamafio se puede comparar con la tabla inscrita en la Figura 11
o con la Tabla 1. Este primer resultado es indicativo de que los genes estan clonados de
forma adecuada. En lo concerniente a los Carriles pares (Figurall. Carriles:
2,6,8,10,12,14,16,18,22,24,26 y 28) se observa que todas las construcciones generan
fragmentos mayores a 1000pb al digerirse con Ncol/Xhol, este resultado confirma la
amplificaciéon por PCR (no mostrado) con los oligonucleétidos “T7 terminador” y “T7
promotor”, en la tabla inscrita en la Figura 11 se muestra el tamafio teérico de los

fragmentos.

Por ejemplo, las fusiones de EhICP1 al ser digeridas con Ndel/BamHI (Figura 11
Carriles: 15,17,21,23,25 y 27) liberan un fragmento de 312pb aproximadamente, esto
corresponde con el tamafo esperado del gen clonado; a su vez, al digerir con Ncol/Xhol,
las construcciones liberan fragmentos de aproximadamente1200pb que corresponden a

la suma del andamio (~950pb) y el gene EhICP1 clonado (~ 300pb).
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Figura 11. Comprobacion de construccion de proteinas de fusién.

Los Carriles impares 0 nones corresponden a digestiones con Ndel/BamH|, por otra parte los Carriles pares

corresponden a las digestiones con Ncol/Xhol. En cuadros naranjas se presentan el andamio rigido (Carriles
1y 2) y el andamio flexible (Carriles 19 y 20), en cuadros morados las fusiones de Enolasa 1 en el andamio
rigido (Carriles 3 y 4) y el andamio flexible (Carriles 5 y 6). En cuadros azules se resaltan los fragmentos
liberados de las fusiones de SSB1 en el andamio rigido (Carriles 7 y 8) y el andamio flexible (Carriles 9 y
10). En cuadros celestes se muestran los fragmentos liberados fusiones de OSB1 en el andamio rigido
(Carriles 11 y 12) y el andamio flexible (Carriles 13 y 14). Finalmente, en cuadros verdes se resaltan los
fragmentos liberados de las fusiones de EhICP1 silvestre en el andamio rigido (Carriles 15y 16) y en el
andamio flexible (Carriles 17 y 18); EhICP1 mutante CxA en el andamio rigido (Carriles 21 y 22) y andamio
flexible (Carriles 23 y 24); EhICP1 mutante CxS en el andamio rigido (Carriles 25 y 26) y andamio flexible
(Carriles 27 y 28). En la parte central se muestra una tabla comparativa de los tamafios esperados tras las
digestiones. Los marcadores utilizados fueron GeneRuler 1kb (izquierda) y GeneRune 100bp (derecha)
(ThermoFisherScientific).
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6.2 Expresion y purificacion

Siguiendo la metodologia del apartado “Cultivo, Induccioén y purificacion”. Una vez
gue se comprobaron las construcciones de los andamios, se transformaron células
quimiocompetentes de E. coli BL21(DE3+) con los plasmidos, para purificar y comprobar
que el sitio de reconocimiento para la PPS funcionara.

40kDa

o e
* * *

*
25kDa

o o

Figura 12. Prueba de digestion con PPS.

Proteina andamio TvTIM-flexible purificada por IMAC (1), la proteina TvTIM-flexible purificada y dializada con
PPS (2), el MPM PageRuler, la proteina TvTIM-rigido purificada (3) y la proteina TvTIM-rigido purificada y
dializada con PPS (4).

Como se observa en la Figura 12, la metodologia de purificacion por IMAC permite
obtener las proteinas en elevado grado de pureza, se observan bandas tenues (marcadas
con asteriscos) en todos los Carriles, con un tamafio menor a 30 kDa que no es afectado
por el tratamiento con PPS (Asteriscos en Catrriles 2 y 4). Los tamafios de los andamios
(Carriles 1 y 3) corresponden aproximadamente con los tamafios teéricos calculados
(32kDa Cfr. Tabla 2), asi mismo tras el tratamiento con PPS, se observa una disminucion
en el tamafio de la proteina (Figura 12. Flechas en Carriles 2 y 4), que corresponde

aproximadamente al andamio tras la pérdida de la HisTag (29 kDa).
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Tras el tratamiento con PPS se observa bandas cercanas a los 25 kDa (marcados por
circulos en los Carriles 2 y 4), el tamafio superior corresponderia a una posible
degradacion o protedlisis durante la didlisis. Una vez corroborado que la PPS escinde la
HisTag, se procedié a expresar y purificar todas las fusiones, observar su pureza y
solubilidad. El proceso de seleccion consistid en expresar todas las proteinas con un
protocolo estandar, que se utilizé para los andamios de la Figura 12 y es descrito en la
metodologia. Aquellas proteinas que usando el protocolo se obtuvieron de forma soluble
y pura, se trabajaron hasta cristalizacién y difraccion. Simultdneamente se hicieron
pruebas de optimizacién para purificar las demas proteinas, sin embargo, por cuestiones

de tiempo, no se pudieron concertar protocolos éptimos de purificacion.

Tabla 2 Tamarfio de las fusiones en ambos andamios

Andamio Proteina kDa kDa
(con HisTag) (Sin HisTag)
Rigido 32.6 29
Rigido EhICP1wr 43.8 40.2
Rigido EhICP1cxa 43.7 40.1
Rigido EhICP1cys 43.8 40
Rigido SSB1 53.6 50
Rigido OsB1 61 57.3
Rigido Enol 85.7 82
Flexible - 32.2 28.6
Flexible EhICP1wr 43.5 39.8
Flexible EhICP1cxa 43.4 39.7
Flexible EhICP1cxs 43.4 39.8
Flexible SSB1 53.3 49.6
Flexible 0OSB1 60.7 57
Flexible Enol 85.3 81.6

Datos calculados por Expasy ProtParam (Gasteiger y col., 2005)
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6.2.1 Fusiones de Enolasal
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Figura 13 Expresion y purificacion por IMAC de TvTIM-flexible-Enolasal

Fraccién no Inducida (1), Fraccion Inducida (2), Fraccién Insoluble (3), Fraccién Soluble (4), Fraccion no
adsorbida a IMAC (5), Lavado 1 (10 mM Imidazol) (6), Lavado 2 (20 mM Imidazol) (7), Lavado 3 (40 mM
Imidazol) (8), Elucion (500 mM Imidazol) (9), MPM PageRuler.

En la Figura 13 se observa que la fusién TvTIM-flexible-Enolasal tiene el tamafio
esperado de 85 kDa (Carriles 2 y 9, Cfr. Tabla 2.); la mayor parte de la proteina expresada
se encuentra en la fraccién no soluble (Carril 3) y puesto que la proteina soluble es tan
escasa se observan pocas diferencias entre el Carril 4 y el 5. La proteina de interés que
esta en la fraccion soluble (Carril 4) en su mayoria se adsorbe a IMAC, asi como algunos
contaminantes, por lo tanto, la proteina eluida de IMAC (Carril 9), presenta la banda de
interés (Carril 9 flecha) y dos bandas contaminantes cercanas a 70 kDa (Carril 9 asterisco
y circulo). Debido al resultado, se decidié hacer otro paso de purificaciéon por intercambio
i6nico, sin embargo, no fue posible separar las dos bandas contaminantes de la proteina

de interés (Datos no mostrados).

Para el caso de la fusion TvTIM-rigido-Enolasal, en la Figura 14 se observa un
comportamiento similar al andamio flexible (Figura 13.), el tamafio aproximado es de 85
kDa (Figura 14. Carriles 2 y 9), mucha proteina se encuentra en la fraccion no soluble
(Figura 14. Carril 3), en la fraccion soluble (Carril 4) existe poca proteina, la cual se

adsorbe a la columna IMAC, ya que la fraccion no adsorbida (Carril 5) es casi idéntica a

36



la fraccion soluble. Finalmente, al igual que el caso con el andamio flexible, la elucién
presentd una banda correspondiente al tamafo esperado (Flecha Carril 9) y
contaminantes de tamafio menor a 50 kDa (Llave Carril 9). Al igual que en el andamio
Flexible, los contaminantes no pudieron ser retirados por un posterior paso de intercambio

idnico, ni por filtracion en gel, debido a los tamafios aparentes de las contaminantes.

1 2 6 7 8 9
100kDa
‘ >
— 70kDa
50kDa
\

Figura 14 Expresion y purificacion por IMAC de TvTIM-rigido-Enolasal

Fraccién no Inducida (1), Fraccion Inducida (2), Fraccién Insoluble (3), Fraccidn Soluble (4), Fraccion no
adsorbida a IMAC (5), Lavado 1 (10 mM Imidazol) (6), Lavado 2 (20 mM Imidazol) (7), Lavado 3 (40 mM
Imidazol) (8), Elucion (500 mM Imidazol) (9), MPM PageRuler

Se probo la expresion en E. coli (DE3+) pG-KJES8, sin embargo, no se observé un
aumento significativo de la proteina en la fraccion soluble. Una cualidad emergente que
se esperaba del andamio era mejorar la solubilidad de las proteinas fusionadas, como el
caso de MBP (Kapust y Waugh, 1999), aunque la solubilidad que presenta Enol
fusionada a TvTIM es mayor que la observada en Enol fusionada tnicamente con HisTag
(Fuentes-Pascacio, 2015), la cantidad tan reducida de proteina soluble, nos llevo a

intentar mejorar la recuperacion y la pureza a través de un cambio de buffer.

Se probaron 2 buferes, partiendo de un mismo lote de cultivo, el primer bufer
utilizado fue el descrito en la metodologia (20 mM Tris-HCI pH. 8.0, 150 mM NaCl,5 mM
Imidazol, 2 mM PMSF) y el segundo fue con 100 mM Na-Pi adicionado con 10 mM de
Imidazol y 2 mM de PMSF (Fuentes-Pascacio, 2015). Una vez purificadas por IMAC y
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concentradas las proteinas, se observa que el Buffer de Na-Pi (Figura 15. Carriles 3y 4
flechas) tiene mejor recuperacién en comparacion al Buffer de Tris pH 8.0 (Figura 15.
Carriles 2 y 5 flechas). Sin embargo, en ambos casos siguen existiendo contaminantes
(Carriles 2, 3, 5, 6 asteriscos y llave).
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Figura 15 Expresion y purificacién por IMAC de fusiones de TvTIM y Enolasal

Fraccion Soluble TvTIM-flexible-Eno1 (1), Elucién(500 mM de Imidazol) de TvTIM-flexible-Eno1 en Buffer Tris
pH 8.0 (2), Elucion(500 mM de Imidazol) de TvTIM-flexible-Eno1 en Buffer Na-Pi (3), Fracciéon Soluble
TvTIM-rigido-Eno1 (4), Elucién(500 mM de Imidazol) de TvTIM-rigido-Eno1 en Buffer Tris pH 8.0 (5),
Elucion(500 mM de Imidazol) de TvTIM-flexible-Eno1 en Buffer Na-Pi (6), MPM PageRuler.

Debido a que las fusiones eran mayoritariamente insolubles, por cuestiones de
tiempo y disposicién de materiales ya no se realizaron posteriores intentos para mejorar
la expresion, purificacion y posterior cristalizacion. Qued6 pendiente probar otras cepas
de expresion de E. coli (DE3+) como Rossetta u Origami, que favorecen el replegamiento
de las proteinas, o pkJE7 que cuenta con chaperones moleculares y en principio
disminuirian la proteina de los cuerpos de inclusion. Otras cepas por probar serian C43 o
C41 en caso de que las fusiones llegaran a ser toxicas para la célula (Casali, 2003) . El
paso siguiente es optimizar el protocolo de purificacion cambiando la composicién de los
buferes, utilizando detergentes, cambiando la fuerza idnica o modificando el pH se puede

aumentar la recuperacion de la proteina en fraccion soluble (Abdalla y col., 2016).
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6.2.2 Fusiones de OSB1
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Figura 16 Expresion y purificacion por IMAC de TvTIM-flexible-OSB1

Fraccién no Inducida (1), Fraccion Inducida (2), Fraccién Insoluble (3), Fraccidn Soluble (4), Fraccion no
adsorbida a IMAC (5), Lavado 1 (10 mM Imidazol) (6), Lavado 2 (20 mM Imidazol) (7), Lavado 3 (40 mM
Imidazol) (8), Elucion (500 mM Imidazol) (9), MPM PageRuler

En la Figura 16 se muestra la purificacion por IMAC de la proteina de fusion
TvTIM-flexible-OSB1, ésta tiene el tamafio esperado de 61 kDa aproximadamente
(Flechas Carril 2 y 9, Cfr. Tabla 2), se observa en la fraccion insoluble una gran cantidad
de proteina (Figura 16. Carril 3), no se observan diferencias destacables entre la fraccion
no adsorbida a la columna (Carril 5) y la fraccion soluble (Carril 4), sugiriendo que la poca
proteina soluble se adsorbe a la columna IMAC, junto a algunos contaminantes.
Finalmente se observa la elucién de la escasa proteina soluble cercana a 60 kDa (Flecha
Carril 9) y la aparicion de contaminantes en forma de bandas con tamafio cercano o

menor a 40 kDa (Asteriscos Carril 9).

En el caso de la purificacion de TvTIM-rigido-OSB1 (Figura 17.) se observa la
sobreexpresién de una banda de 60 kDa aproximadamente (Carril 2), al igual que con las
proteinas anteriormente presentadas, existe mucha proteina en la fraccion insoluble
(Carril 3), de la proteina que se consigue en forma soluble (Carril 4), la mayor parte
corresponde a proteinas contaminantes que no son adsorbidas a la columna IMAC (Carril

5). Eso explica la poca recuperacion que se logra en la elucién (Flecha Carril 9), que
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presenta una banda contaminante menor a 40 kDa (Asterisco Carril 9), al igual que la

purificacién de la fusién TvTIM-flexible-OSB1.

70kDa

50kDa

40kDa

Figura 17 Expresion y purificacion por IMAC de TvTIM-rigido-OSB1

Fraccién no Inducida (1), Fraccion Inducida (2), Fraccién Insoluble (3), Fraccidn Soluble (4), Fraccion no
adsorbe a IMAC (5), Lavado 1 (10 mM Imidazol) (6), Lavado 2 (20 mM Imidazol) (7), Lavado 3 (40 mM
Imidazol) (8), Elucién (500 mM Imidazol) (9), MPM PageRuler

Puesto que la recuperacion de las fusiones de OSB1 por IMAC era muy poca, se
prob6 aumentar la recuperacién en fraccién soluble. Expresando las fusiones en E. coli
(DE3+) pG-KJE8 no se observé un aumento significativo de la proteina en la fraccion
soluble. Ante este resultado se intentd6 aumentar la recuperacion de la proteina de la
fraccion soluble (Figura 18. Carriles 1y 4), cambiando el buffer de lisis a 20 mM HEPES
pH 8.0, 10% Glicerol, 10 mM Imidazol, 1 mM PMSF, 600 mM NaCl (Garcia-Medel, 2016).

A partir de un mismo lote de expresion, se purificaron las fusiones de OSB1 por
IMAC utilizando el buffer de Tris pH 8.0 descrito en la metodologia y el bufer con HEPES.
Como se observa en la Figura 18, el cambio de buffer propicia que se purifique una banda
de aproximadamente 50 kDa (Cruces Carriles 3y 6) y bandas menores a 30 kDa (Circulos
Carriles 3y 6). El tamafio de las bandas pequefias (Circulos Carriles 3 y 6) corresponderia
aproximadamente al tamafio de TvTIM con HisTag (~32 kDa) o OSB1 (~28 kDa), sin

embargo, la Unica forma de que asi fuera es que toda la proteina de fusién purificada

40



haya sufrido protedlisis. Lo mas probable entonces es que todas las bandas observadas
en las purificaciones con HEPES, sean en realidad contaminantes y que las condiciones
del bufer no permitan una adsorcion tan eficiente a la columna IMAC como con el bufer
Tris; debido tal vez a que a pH 8.0 el rango de amortiguamiento del HEPES est4 casi al
limite (6.8-8.2) y no permite una buena interaccion del HisTag con el niquel del IMAC.
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Figura 18. Expresion y purificacion por IMAC de fusiones de TvTIM y OSB1

Fraccién Soluble TvTIM-flexible-OSB1 (1), Eluciéon(500 mM de Imidazol) de TvTIM-flexible-OSB1 en Buffer
Tris pH 8.0 (2), Eluciéon(500 mM de Imidazol) de TvTIM-flexible-OSB1 en Buffer HEPES 8.0 (3), Fraccion
Soluble TvTIM-rigido-OSB1 (4), Elucién(500 mM de Imidazol) de TvTIM-rigido-OSB1 en Buffer Tris pH 8.0
(5), Elucion(500 mM de Imidazol) de TvTIM-flexible-OSB1 en Buffer HEPES 8.0 (6), MPM PageRuler.

Por otra parte, como ya se habia observado en las Figuras 16 y 17, con bufer Tris
se purifica una banda de 60 kDa (Figura 18. Flechas Carriles 2 y 6) que concuerda con
las fusiones de TvTIM con OSB1, ademas se purifican bandas contaminantes (Asteriscos
Carriles 2y 6). Debido a que la cantidad de proteina que se recuperaba con el buffer Tris
era muy baja, al realizar posteriores pasos de purificacion con columnas de Heparina, la
proteina ya no se lograba recuperar. Por lo tanto, al igual que las fusiones con Enol, se
decidi6 aplazar la optimizacion de las fusiones con OSB1 para posteriores pruebas de
purificacién y cristalizacion, en aras de finalizar primero con otras proteinas mas
prometedoras. La solubilidad de una proteina en ocasiones se ve afectada por la
presencia de acidos nucleicos, dado que OSB1 es una proteina de unién a acidos

nucleicos, queda pendiente probar L-Arginina y L-Glutamina para incrementar la
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solubilidad, asi también probar otras cepas de expresion y condiciones de crecimiento
(Abdalla, 2015).

6.2.3 Fusiones de SSB1

1]
:
»e
o
QY

70kDa

> 50k Da

Figura 19 Expresién y purificacion por IMAC de TvTIM-flexible-SSB1

Fraccién no Inducida (1), Fraccion Inducida (2), Fraccién Insoluble (3), Fraccidn Soluble (4), Fraccion no
adsorbida a IMAC (5), Lavado 1 (10 mM Imidazol) (6), Lavado 2 (20 mM Imidazol) (7), Lavado 3 (40 mM
Imidazol) (8), Elucion (500 mM Imidazol) (9), MPM PageRuler

La purificacion por IMAC de la fusion TvTIM-flexible-SSB1 se muestra en la Figura
19. Se observa que se logra sobreexpresar una proteina de 53 kDa aproximadamente
(Carril 2), con cierto grado de expresion basal o leaking (Flecha Carril 1). Mucha proteina
gueda en la fraccion insoluble (Carril 3), de la proteina soluble (Asterisco Carril 4), la
mayor parte no se fija en la columna IMAC (Asterisco Carril 5), puesto que ambas
muestras tienen un patron muy similar. Esto podria sugerir que la banda de los asteriscos

no es la proteina de fusion.

La union de la proteina a la resina de niquel es mas débil que en otras fusiones
o la proteina de 53 kDa no es la fusion, dado que se observa que en el primer lavado con
10 mM de Imidazol (Flecha Carril 6), una parte de la proteina con el tamafio de interés es

eluida. Sin embargo, al final se logra eluir parte de la proteina de 53 kDa con 500 mM de
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Imidazol (Flecha Carril 9), si se considera la cantidad de proteina en la fraccion soluble
(Carril 4) la recuperaciéon es muy baja (Carril 9).

50kDa
40kDa

30kDa

Figura 20 Expresién y purificacion por IMAC de TvTIM-rigido-SSB1

Fraccién no Inducida (1), Fraccion Inducida (2), Fraccién Insoluble (3), Fraccidn Soluble (4), Fraccion no
adsorbida a IMAC (5), Lavado 1 (10 mM Imidazol) (6), Lavado 2 (20 mM Imidazol) (7), Lavado 3 (40 mM
Imidazol) (8), Elucién (500 mM Imidazol) (9), MPM PageRuler

En la Figura 20 se muestra la purificacion por IMAC de TvTIM-rigido-SSB1. Se
observa sobrexpresién de una proteina cercana a los 53 kDa (Carril 2), la cantidad de
proteina mantenida en la fraccion insoluble (Carril 3) es muy similar a la fraccion que se
logro solubilizar (Asterisco Carril 4). La proteina en cuestion no se une bien a la resina de
IMAC, pues se observa que gran parte de la proteina de 53 kDa queda en la fraccién no
unida (Asterisco Carril 5), a su vez desde el primer lavado (Asterisco Carril 6), la proteina
empieza a eluir. Finalmente, las bandas més intensas se obtienen en el lavado con 20
mM de Imidazol (Asterisco Carril 7) y con 40 mM de Imidazol (Asterisco Carril 8). Durante
toda la purificacion se observa la presencia de una banda contaminante cercana a 45kDa

(Circulos Carriles 4, 5y 8).

Al igual que se realiz6 con las fusiones de Enolasa 1y OSB1, se prob6 a optimizar
la recuperacién de SSB1 (suponiendo que la proteina de 53 kDa aproximadamente lo
sea), para ello se transformaron células quimiocompetentes de E. coli BL21 (DE3+) pG-

KJE8 (Takara,), esta cepa tiene un plasmido que expresa chaperones moleculares (dnak-
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dnaJ-grpE, groES-groEL), con esto se esperaba disminuir la cantidad de proteina no
soluble (posiblemente mal plegada y en cuerpos de inclusion) y mejorar la recuperacion
de las fusiones. En la Figura 21 se observa que, al cambiar cepa, la recuperacion por
IMAC es mucho mejor que al expresar en E. coli BL21(DE3+) (Carril 3 vs Carril Ay Carril
7 vs Carril B).
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Figura 21 Expresion y purificacion por IMAC de fusiones de TvTIM y SSB1 en E.
coli BL21(DE3+) pG-KJES8

Fraccion Soluble TvTIM-flexible-SSB1 (1), Fraccion No Soluble TvTIM-flexible-SSB1 (2), Elucién(500 mM de
Imidazol) de TvTIM-flexible-SSB1 (3), Protedlisis con PPS de TvTIM-flexible-SSB1 (4), Fraccion Soluble
TvTIM-rigido-SSB1 (5), Fraccién No Soluble TvTIM-rigido-SSB1 (6), Elucion(500 mM de Imidazol) de
TvTIM-rigido-SSB1 (7),Protedlisis con PPS de TvTIM-rigido-SSB1 (8), Elucién (500 mM de Imidazol) de
TvTIM-flexible-SSB1 en E. coli BL21 (DE3+) (A), Eluciéon(500 mM de Imidazol) de TvTIM-rigido-SSB1 en E.
coli BL21 (DE3+) (B), MPM PageRuler.

Si bien al incrementarse la recuperacion, también aumenta la cantidad de otras
proteinas contaminantes (Circulos Figura 21 carriles 3, 4, 7 y 8); para el caso del andamio
flexible se observan una proteina cercana a 40 kDa y otra proteina entre 25 y 30 kDa
(Circulos Carril 3 y 4), el tamafio de esta proteina concordaria con la TvTIM (27 kDa),
esto sugiere que existe protedlisis de la fusion, sin embargo, no se observa la ocurrencia
de ninguna banda en un tamafio cercano a la SSB1 (23 kDa). Por las caracteristicas de
la construccion, si la banda de 27 kDa fuera TvTIM, se esperaria una disminucion de

tamafio tras la protedlisis con PPS, pues la HisTag se encuentra en el extremo amino de
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TvTIM, sin embargo, el tamafio no varia tras la protedlisis con PPS (Circulos Carriles 3y
4).

El caso del andamio rigido es similar al andamio flexible, al aumentar la
recuperacion (Carril 7 y B) aparece una banda cercana a los 27 kDa (Circulo Carril 8), a
diferencia del andamio flexible, previo a la protedlisis con PPS la banda de 27 kDa no
estaba definida (Carril 7). En caso de que la banda de 27 kDa (Circulo Carril 8) fuera
TVTIM, es posible que durante la protedlisis con PPS, la fusion se hubiera separado. Para
corroborar la identidad de la banda seria necesario realizar inmunoelectrotransferencias
(Western Blots) Anti-TvTIM, Anti-HisTag o Anti-SSB1, el reconocimiento por Anti-HisTag
0 Anti-SSB1 comprobaria que la banda de 53 kDa en realidad es SSB1; y el
reconocimiento por Anti-TvTIM hablaria de una posible protedlisis durante la purificacion.

Una vez determinada la cepa de expresion, el paso siguiente es probar otro
proceso de purificacion en una columna de intercambio iénico o afinidad a Heparina, sin
embargo, debido a que las fusiones de EhICP1 presentaban mejores caracteristicas, se
aplazé la optimizacion de la purificacion de las fusiones de SSB1. Después de las fusiones
con EhICP1, las fusiones con SSB1 son las mas prometedoras para cristalizar, cabe
destacar que la solubilidad de las fusiones con SSB1 en E. coli (DE3+) pG-KJES8 fue
menor que la reportada anteriormente usando MBP (Garcia-Medel, 2016).

6.2.4 Fusiones de EhICP1

Todas las fusiones de EhICP1, fueron completamente solubles, a modo de
ejemplo se muestra en la Figura 22 la purificacién por IMAC de TvTIM-flexible-EhICP1wr,
se observa claramente la aparicién de una banda de 40 kDa (el tamafio aproximado de
la fusién) en la fraccién soluble (Flecha Carril 3), asi mismo aparentemente toda la
proteina se adsorbe a la columna IMAC (Carril 4), pues no se observa ninguna banda
cercana a 40 kDa en la fraccidon no adsorbida a IMAC. Finalmente es muy evidente que
la proteina que se eluyd (Flecha Carril 7) corresponde Unicamente al tamafio esperado
por la fusion (40 kDa), ademas se observa que la banda reduce su tamafio tras la
protedlisis con PPS (Flecha Carril 8), el comportamiento responderia a la digestién de la

HisTag.
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Ahora bien, tras el tratamiento con PPS se observa la presencia de una banda de
40 kDa (Asterisco Carril 8), el tamafio corresponderia aproximadamente tanto a la fusion
con HisTag como a la PPS, debido a la baja concentracién de PPS que se ocup0 (relacion
1/10) se incubd por mas tiempo hasta que la banda de 40 kDa fue practicamente
despreciable, sugiriendo que correspondia en su mayoria a proteina de fusion no

digerida.

Figura 22 Expresion y purificacion por IMAC de TvTIM-flexible-EhICP 1wt

Fraccién Inducida (1), Fraccion No Soluble (2), Fraccion Soluble (3), Fraccion no adsorbida a IMAC (4),
Lavado con 20 mM Imidazol (5), Lavado con 40 mM Imidazol (6), Elucién (500 mM Imidazol) (7), Elucion
dializada con PPS (8) MPM PageRulerPlus Prestained

En la Figura 23 se muestra la purificacién por IMAC de todas las fusiones de
EhICP1 en el andamio flexible, se observa que independientemente de la version de
EhICP1, el tamafio de las proteinas purificadas es cercano a 40 kDa (Flechas Catrriles 4,
8y 12) y presentan un barrido, probablemente por la cantidad de proteina cargada en el
pozo. Se observa ademas la presencia de expresion basal (Asteriscos Carriles 1, 5y 9),
cabe destacar que, debido a la alta expresion, las columnas IMAC se saturaban y la
fraccion no adsorbida tenia que ser pasada a otra columna, para asi recuperar mayor

cantidad de proteina.
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Figura 23 Expresion y purificacion por IMAC de TvTIM-flexible-EhICP1wr, TVTIM-
flexible-EhICP1ckay TVTIM-flexible-EhICP1lcxs

Fraccién no Inducida WT (1), Fraccién Inducida WT (2), Fraccién Soluble WT (3), Elucion WT (500 mM
Imidazol), (4) Fraccién no Inducida CxA (5), Fraccion Inducida CxA (6), Fraccion Soluble CxA (7), Elucion
CxA (500 mM Imidazol), (8) Fraccién no Inducida CxS (9), Fraccion Inducida CxS (10), Fraccion Soluble
CxA (11), Elucién CxA (500 mM Imidazol) (12), MPM PageRuler.

En la Figura 24 se muestra la purificacién de TvTIM-rigido-EhICP1wr, se observa
expresion basal de la proteina (Asterisco Carril 1), en la elucién existe una alta
recuperacion de una proteina de 40 kDa (Flecha Carril 4) y la aparicién de 2 bandas extras
una cercana a 80 kDa (Asterisco Carril 4) que podria corresponder a un dimero de la
fusién, esta conjetura basada en que una vez que la muestra es tratada con PPS dicha
banda desaparece (Carril 5), de ser una contaminacion, el tratamiento con PPS no
deberia afectar su aparicion. En la eluciébn también se observa una banda de
aproximadamente 30 kDa (Circulo Carril 4), posiblemente es una proteina contaminante,
sin embargo, tras la protedlisis dicha banda desaparece (Carril 5), esto hace pensar en la
posibilidad de que la banda corresponda a la TvTIM con HisTag (Cfr. Tabla 2.) y que la
proteina de fusion se escinda, sin embargo, no se observa alguna banda cercana a 11

kDa que correspondiera con EhICP1.

Tras la protedlisis con PPS se observa una banda mayoritaria, con un tamafio
menor a 40 kDa (Flecha Carril 5) que corresponderia a la fusion sin HisTag (Cfr. Tabla
2.), ademas se observa una tenue banda en 40 kDa (Asterisco Carril 5), basado en la

experiencia previa con el andamio flexible, es posible que la banda corresponda a una
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mezcla entre PPS y proteina de fusion con HisTag. Por ultimo, la elucion también presenta
una banda cercana a 15 kDa (Circulo Carril 5), esta banda probablemente sea
contaminacion en la alicuota de PPS que se utilizé, puesto que no aparece ninguna banda
de ese tamafio en la elucion (Carril 4). De cualquier manera, el paso posterior de filtracion

en gel permite separar la banda cercana a 15 kDa.
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Figura 24 Expresion y purificacion por IMAC de TvTIM-rigido-EhICP1wr

Fraccion no Inducida (1), Fraccion Inducida (2), Fraccion Soluble (3), Elucion (500 mM Imidazol) (4), Elucion
dializada con PPS (5) MPM PageRuler

Para el caso de las mutantes de EhICP1 en el andamio rigido (Figura 25), se
observa que mantienen el mismo comportamiento que presentaron todas las fusiones de
EhICP1. Expresiéon basal previa a la induccion (Flechas Carriles 1y 7), sobreexpresion
de proteina de 40 kDa (Flechas Carriles 2 y 8), las proteinas se expresan
mayoritariamente de forma soluble (Carriles 3 y 9). Parte de la proteina no se adsorbi6 a
la columna IMAC (Carriles 4 y 10) debido a que se satura la columna, por lo que fue
necesario pasar las fracciones no adsorbidas en otras columnas IMAC para recuperar la
mayor cantidad de proteina. Tras los lavados se obtuvo proteina de 40 kDa en alta pureza,
sin contaminantes aparentes (Carriles 5y 11), finalmente las proteinas pierden su HisTag

tras la protedlisis con PPS (Carriles 6 y 12), generando una disminucion en el tamafio.
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Figura 25 Expresion y purificacion por IMAC de TvTIM-rigido-EhICP1lcxa y TVTIM-
rigido-EhICP1cxs

Fraccion No Inducida de TvTIM-rigido-EhICP1cxa (1), Fraccién Inducida de TvTIM-rigido-EhICP1cx (2),
Fraccién Soluble de TvTIM-rigido-EhICP1cxa (3), Fraccién no adsorbida a IMAC de TvTIM-rigido-EhICP1¢cxa
(4), Elucion de TvTIM-rigido-EhICP1cxa (500 mM Imidazol) (5), Elucion dializada de TvTIM-rigido-EhICP1cxa
con PPS (6),Fraccion No Inducida de TvTIM-rigido-EhICP1cys (7), Fraccion Inducida de TvTIM-rigido-
EhICP1cxs (8), Fraccion Soluble de TvTIM-rigido-EhICP1cxs (9), Fraccién no adsorbida a IMAC de TvTIM-
rigido-EhICP1¢ys (10), Elucién de TvTIM-rigido-EhICP1cys (500 mM Imidazol) (11), Elucién dializada de
TvTIM-rigido-EhICP1cxs con PPS (12) MPM PageRuler

Una vez que las proteinas se purificaron por IMAC el siguiente paso consistia en
digerir con PreScission™ Protease (PPS) la HisTag. La PreScission™ Protease, es la
proteasa 3C de Rhinovirusl4 fusionada a GST (Walker y col., 1994; GE Healthcare,
2012), generalmente se retira la HisTag porque puede llegar a alterar la solubilidad de la
proteina a cristalizar, aumentar la agregacién e impedir su posible cristalizacion (Carson
y col., 2007).

En la Figura 26 se muestra la protedlisis de la HisTag con PPS en las fusiones de
TvTIM-flexible y EhICP1, es de destacar la reduccion de aproximadamente 3.7 kDa tras
la escisién de HisTag (Flechas Carriles 2, 4 y 6). Otro dato destacable es la aparicion de
protedlisis debajo de 30 kDa después de la dialisis con PPS (Asteriscos y Llave en
Carriles 2, 4 y 6), por ultimo, se observa una banda de 80 kDa aproximadamente en la
mutante CxA después de la protedlisis (Circulo Carril 3), es posible que la banda
corresponda a algun contaminante acarreado en la alicuota de PPS, puesto que no

aparece en la elucion (Carril 3).
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La protedlisis y la aparicion de bandas extras tras el tratamiento con PPS se ha
observado anteriormente en las fusiones con andamio flexible (Figura 24) y se ha
relacionado con la posible separacion de TvTIM de la fusién, sin embargo, no se corroboré
la identidad de dichas bandas.
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Figura 26 Protedlisis con PPS para las construcciones de EhICP1 en el andamio
TvTIM-flexible.

Elucion WT (1), Elucion WT digerida con PPS (2), Elucion CxA (3), Elucion CxA digerida con PPS (4), Elucién
CxS (5), Elucién CxS digerida con PPS (6).

En la Figura 27 se muestra la protedlisis de HisTag de las fusiones de EhICP1 en
el andamio rigido, se observa que en las fracciones tratadas con PPS, ocurre una
disminucién de tamarfio correspondiente a la pérdida de la HisTag (Flechas Carriles 2, 4
y 6). Se observa que tras el tratamiento con PPS las bandas son mas anchas e intensas,
tal y como se observo en la Figura 26, lo mas probable es que el tamafo de la PPS (~40
kDa) y el tamario de las fusiones sin HisTag (39-40 kDa), generen el efecto de una banda
mas enriquecida, otra posibilidad es que se haya cargado mas proteina debido al proceso
de concentracién previo al paso por filtracion en gel y los volimenes de carga no se

ajustaron bien.

Se observa que al igual que las fusiones de la Figura 26, existen bandas menores
a 30 kDa después de la protedlisis con PPS (Figura 27. Asteriscos en Carriles 2, 4 y 6),

una explicacion probable es contaminacién por la alicuota de la PPS, dado que no se
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presentaban esas bandas antes de la digestién con PPS y el tamafio es homogéneo en
todas las muestras (Asteriscos en Carriles 2, 4 y 6). Otra explicacién es que durante la
didlisis ocurra una protedlisis inespecifica de la fusion o en algun paso anterior, pero no
es visible la banda debido a la concentracién de proteina en la elucion (Carriles 1, 3y 5);
de esta forma las bandas que se observan (Asteriscos en Carriles 2, 4 y 6),
corresponderian aproximadamente al tamafio de TvTIM (27 kDa), sin embargo debido a
gque el paso siguiente es filtracion en gel y la diferencia de tamafio entre estas bandas

desconocidas y las bandas de interés es muy grande, ya no se indagé mas.
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Figura 27 Protedlisis con PPS para las construcciones de EhICP1 en el andamio
TvTIM-rigido.
Elucion WT (1), Elucion WT digerida con PPS (2), Elucion CxA (3), Elucion CxA digerida con PPS (4), Elucién
CxS (5), Elucién CxS digerida con PPS (6).

Posterior a la protedlisis con PPS se separaron las proteinas de fusién de las
HisTag por medio de filtracion en gel, adicionando 5 mM de TCEP debido a que se ha
observado la formacion de multimeros de EhICP1 cuando se utilizan otros agentes
reductores (Jimenez-Sandoval, 2016). En la Figura 28 se muestran los cromatogramas
de las purificaciones por Superdex 200, la HisTag es eluida aproximadamente a los 30
mL, en todas las purificaciones se observan picos entre 5y 15 mL aproximadamente, es
importante resaltar que todos los cromatogramas sin excepcién presentan un pico
principal (entre 10 y 15 mL), con un pico de menor intensidad fusionado del lado izquierdo
(entre 5y 10 mL). Este comportamiento indica que no hay una correcta separacion entre

2 muestras, pues lo ideal es tener picos independientes y separados entre si.
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En ese momento las fracciones correspondientes a los picos entre 5y 15 mL se
analizaron por SDS-PAGE, se observé que aquellas fracciones entre 10 y 15 mL no
presentaban las bandas de degradacién observadas durante la protedlisis con PPS
(Figuras 26 y 27), no se consider6 entonces la posibilidad de que las fracciones cercanas
a los 10 mL pudieran ser una mezcla entre fusiones con HisTag y PPS. Posteriormente
en la tesis se discute como pudo haber afectado este dato al resultado final de la

cristalizacion.

Las fracciones de filtracion en gel eluidas entre 10 y 15 mL se concentraron con
concentradores de proteina tipo Pierce de 10K MWCO (ThermoFisherScientific). En la
Tabla 3 se muestran las concentraciones de las proteinas que se utilizaron para los
ensayos de cristalizacion con los kits Crystal Screen de Hampton. Las concentraciones
fueron calculadas por Nanodrop, utilizando el coeficiente de extincion teérico dado por
ProtParam (Gasteiger y col., 2003).

Tabla 3 Concentracidn de las proteinas de fusidn para ensayos de cristalizacion

Andamio Proteina Concentracién [mg/mL]
EhICP1wt 30
TVvTIM- Rigido EhICP1cxa 10
EhICP1cxs 9.86
EhICP1wr 12.11
TvTIM-flexible EhICP1lcxa 335
EhICP1lcys 16.8

La capacidad que tiene una proteina fusionada cristalizar en un andamio esta
generalmente determinada por la capacidad del andamio a formar redes tal que puedan
dar espacio para acomodar a la proteina de interés, sin embargo, la proteina de interés
no contribuye necesariamente a la formacion de la red, ademas la proteina de interés no
debe perturbar la red formada por el andamio sino contribuir a su estabilidad (Stura y col.,
2002).En general las proteinas de bajo peso molecular que tienen dominios sencillos y
son oligoméricas, cristalizan mas facil que aquellas de alto peso molecular, con maltiples
dominios o monomeéricas (Abdalla, 2015). Se eligieron las fusiones de EhICP1 para probar
a cristalizar, en lugar de las fusiones de las otras proteinas debido a que las EhICP1 eran
las proteinas mas pequefias con las que se trabajaron, esto aumentaba la posibilidad de

obtener cristales de las fusiones.
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Figura 28 Cromatogramas de la purificacion de las fusiones de TvTIM con EhICP1, por Superdex 200.

En letras mayUsculas se muestran los cromatogramas de las fusiones en el andamio Rigido, en minuscula se muestran las fusiones en el andamio Flexible. TvTIM-
rigido-EhICP1wr (A), TvTIM-rigido-EhICP1cxa (B), TvTIM-rigido-EhICP1cxs (C), TvTIM-flexible-ERICP1wr (a), TvTIM-flexible-EhICP1ca (b), TvTIM-rigido-

EhICP1css (c)
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6.3 Cristalizacion

Los ensayos de cristalizacion se realizaron por el método de Gota Colgante, se probaron
96 condiciones del kit Crystal Screen (Condiciones 1-48 de Crystal Screen 1 y Crystal
Screen 2 completo), se tomaron imagenes del crecimiento de los cristales. En la Tabla 4,
se muestran los cristales obtenidos durante el escrutinio de condiciones de cristalizacion,
las condiciones presentadas fueron aquellas que generaron cristales de 10-35uM, la
relacion de proteina: condicién fue de 1:1. En comparacion a lo referido por Salgado-Lugo
los cristales tardaron 10 dias en aparecer y 28 dias en alcanzar el tamafio esperado. Eso
gener6 complicaciones al recuperar los cristales para difractarlos, pues los cristales
estaban secos y las gotas presentaban nata.

Asimismo, hubo condiciones que presentaron microcristales (Tabla 5), tras 28 dias sin
presentar crecimiento de los cristales, se volvieron a purificar las proteinas y se procedio
a optimizar las condiciones de cristalizacion, partiendo de una solucion de proteina igual
a la concentracion del escrutinio (Tabla 3), se modificaron las composiciones de las
soluciones de cristalizacion variando el pH y la concentracion de precipitantes. Finalmente
se probaron distintas relaciones de proteina: condicion (1:1, 2:1, 3:1,1:2), de todas las
condiciones la Unica proteina que formd cristales mas grandes fue TvTIM-rigido-
EhICP1cxa en las modificaciones de Buffer Crystal Screen 1 #46 (Tabla 6)

Existen muchos factores que provocan que la cristalizacion fracase, del comportamiento
de la proteina varia mucho en el dependiendo del ambiente donde se encuentre, in vivo
las proteinas se encuentran en su estado nativo, asociadas a otras proteinas o integrando
grandes complejos, en las condiciones de cristalizacion se promueve un estado de
sobresaturacion que puede llegar a generar precipitacion. Incluso en algunos casos, las
proteinas ni siquiera son solubles en su estado nativo, situacion que se mantiene tras su
aislamiento (Abdalla, 2015). Aunque las fusiones de EhICP1 con TvTIM mostraron alta
solubilidad cuando fueron expresadas en E. coli, fue quiza esta alta solubilidad (se
lograron rendimientos de hasta 98 mg/mL para TvTIM-flexible-EhICP1cxa) la que no
propicid condiciones Optimas nucleacion para posterior cristalizacion. Es notable

mencionar que la mayoria de los cristales fueron obtenidos en el andamio flexible.
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Tabla 4 Relacion de cristales obtenidos durante el escrutinio de condiciones de
cristalizacion.

Condicién

Andamio Proteina Composicion Imagen
Hampton
0.2 M Acetato
de amonio 0.1
M acetato de
Crystal .
Screen 1 - sodio
410 trinidratado pH

4.6, 30% wiv
Poletilén glicol
4,000
EhICP1cxa 0.2 M Acetato
de calcio
hidratado, 0.1
M cacodilato
de sodio
trihidratado pH
6.5, 18% wiv
Polietilén glicol
8,000

Crystal
Screen 1
#46

26.0.2M
Sulfato de
Amonio, 0.1 M
MES
monohidratado
pH 6.5, 30%
w/v polietilén
glicol
monometil éter
5,000
0.2 M Acetato g I
de amonio 0.1 L :

Crystal M acetCiqto de . | oo
Screen 1 _sodio gl
trinidratado pH |

#10 4.6, 30% wiv _
Poletilén glicol T

4,000
15.0.2 M
Sulfato de fie s Ty 2 ey
amonio, 0.1 M R, RIS b G
Crystal Cacodilato de PO A e
EhICPlwr Screen1 sodio RIE R D
#15 trihidratado pH NS
6.5, 30% wiv 3207,
Polietilén glicol Sy
8,000

36.0.1 M / —
Crystal TRIS-HCI pH
EhICP1cxa Screenl 8.5, 8% wiv {
#36 Polietilén

glycol 8,000 k\\( !z

TVTIM- Crystal
Flexible Screen 2
#26

EhICP1cxs

TVTIM-
Rigido




Tabla 5 Condiciones de cristalizacion que generaron microcristales

Andamio Proteina Condicion Composicion
Hampton
EhICPlcx S%gztﬁll 0.1 M HEPES pH 7.5, 10% v/v 2-Propanol, 20% wiv
a1 Poletilén glicol 4,000
ScrySta' 0.1 M HEPES pH 7.5, 10% v/v 2-Propanol, 20% wiv
creen 1 L .
Poletilén glicol 4,000
#41
ENICPLoxs Crystal
TVTIM- y 0.2 M MgCl, hexahidratado, 0.1 M Tris pH 8.5, 3.4 M
Flexible Screen 2 A i
1,6-Hexanediol
#39
S%%Ztr?ll 0.2 M Acetato de amonio 0.1 M acetato de sodio
trihidratado pH 4.6, 30% w/v Poletilén glicol 4,000
#10
BRICPIwr —& sl
b4 0.2 M MgCl; hexahidratado, 0.1 M Tris pH 8.5, 3.4 M
Screen 2 .
1,6-Hexanediol
#39
Crystal 0.2 M Acetato de sodio trihidratado, 0.1 M cacodilato
EhICP1lcys Screenl  de sodio trihidratado pH 6.5, 30% w/v polietilén glicol
TVTIM-
Riaido #28 8,000
9 Crystal 0.2 M acetato de calcio hidratado, 0.1 M cacodilato
EhICP1lcxa Screen1l  de sodio trihidratado pH 6.5, 18% wi/v polietilén glicol
#46 8,000

Tabla 6 Condiciones optimizadas de TvTIM-rigido-EhICP1cxa en Buffer Crystal

Screen 1 #46

Condicién

Andamio Proteina Composicion Imagen
Hampton
0.2 M acetato
de calcio
Crystal hidratado, 0.1 S
Screen 1 M cacodilato — ;
#46 de sodio N
(modificado) trihidratado pH
1:1 6.5, 19% w/v
polietilén glicol
8,000
0.2 M acetato
de calcio
Crystal hidratado, 0.1 ~
Screen 1 M cacodilato / D>
e e
(modificado) trihidratado pH o ol
2:1 6.5, 20% wiv N X
polietilén glicol T,
8,000
0.2 M acetato
de calcio
Crystal hidratado, 0.1
Screen 1 M cacodilato
#46 de sodio
(modificado) trihidratado pH
2:1 6.3, 18% wiv

polietilén glicol
8,000

56



La concentracion de la proteina no parece ser un factor tan determinante, puesto que
recuperaron 30 mg/mL de TvTIM-rigido-EhICP1wr, sin embargo, no se consiguieron
cristales de la fusién en ninguna condicion. De las condiciones de cristalizacion obtenidas,
las condiciones de Crystal Screen 1 #41 y #46 fueron reportadas anteriormente como
condiciones de cristalizacion para TvTIM (Salgado Lugo, 2011), no asi las condiciones de
Crystal Screen 1 #10, #28 y Crystal Screen 2 #39. El conseguir cristales en estas

condiciones sugeria que la proteina cristalizada era la fusién de TvTIM con EhICPL1.

6.4 Difraccion de rayos X y resolucion de estructuras

Como se explica en la metodologia, los cristales colectados fueron
criopreservados en nitrégeno liquido, hasta ser difractados en el Advanced Photon
Source en Chicago. Se llevaron 12 cristales a difractar de las condiciones mostradas en
las tablas 6 y 4, de todos los cristales Unicamente se consiguieron difracciones para 3
fusiones TvTIM-flexible-EhICP1cxs, TVTIM-flexible-EhICP1wr y TVTIM-rigido-EhICP1cxa,
los otros cristales de TvTIM-flexible-EhICP1lcxa, estaban en malas condiciones o
generaron patrones de difraccién que no se podian analizar. Los datos se analizaron en
el Langebio, segun se explica en la metodologia. Los resultados de las difracciones se

muestran en la Tabla 7.

Tabla 7 Caracteristicas de la coleccion de datos de los cristales

Pardmetros TvTIM-Flexible- TvTIM-Flexible- TvTIM-Rigido-
EhICP1cxs EhICP1wT EhICP1cxa
Grupo Espacial P1,2,1 P222 P222
Longitud de Celda 46.9, 106.89, 56.42 47.66,56.85,107.26 47.12,56.61,108.32
Unitaria a, b, c (A)
Angulos de celda 90,90.06,90 90,90,90 90,90,90
unitaria a=p=y (°)
R Resolucié
ango de( A)es° ucion 1.179-49.9 (1.713-53.64) (1.109-36.22)
Reflexiones 799924 178221 1410407

Al comparar la longitud de la celda unitaria de los cristales difractados (Tabla 7),
con la longitud de la celda unitaria de los cristales de TvTIM1 (Anexo 8.3), es evidente
que el tamafio es idéntico. Este resultado sugiere que los cristales Unicamente
correspondian a TvTIM, puesto que en caso de que existiera co-cristalizacién de TvTIM

con EhICP1, la celda unitaria deberia haber aumentado de tamario, tal como ocurre en el
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caso de las fusiones con MBP (Waugh, 2016), o en su defecto se esperaria que el grupo
espacial fuera distinto. Por lo tanto, una vez realizado el reemplazo molecular se observo
gue no existia densidad electronica para EhICP1, toda la densidad electrénica
correspondia Unicamente a TvTIM, concordando con lo observado en los datos de los
cristales.

Los modelos mostraron a la TvTIM truncada hasta los residuos: histidina, serina 'y
lisina (HSK). HSK son los ultimos residuos de la TvTIM (Figura 6 y Anexo 8.1.2), en la
Figura 29 se ejemplifica el caso de la TvTIM-flexible-EhICP1wt, se muestra en rojo el
residuo de isoleucina 45y en verde los residuos de HSK. Es interesante notar que incluso
aquellos cristales obtenidos en condiciones distintas a las reportadas para TvTIM,
también correspondian a TvTIM, tal es el caso de TvTIM-flexible-EhICP1wr.

Figura 29 Modelo de TvTIM-flexible-EhICP1wr por reemplazo molecular.

En verde se resaltan los ultimos 3 residuos de TvTIM (Histidina, Serina, Lisina) en rojo se resalta el residuo
de 145.

Ahora bien, durante el proceso de purificacion de las proteinas, se observé
constantemente protedlisis después del tratamiento con PPS, en la Figura 30 se muestra
el estado de TvTIM-flexible-EhICP1cxa €n el momento justo de la purificacion (Carril A,
tomado de la Figura 25.), en cristal (Carril 1) y en conservacion en tubo (Carril 2). En el

Carril 1 se muestra la proteina utilizada para poner las gotas, pero que se conservo a 4°C,
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por su parte el Carril 2 muestra la proteina que estuvo en la gota incubandose a 21°C,
cabe recalcar que el tiempo de ambas proteinas fue el mismo, pues es exactamente el
mismo lote. Se observa que en el Carril 1 hay una gran cantidad de protedlisis, es de
notar que tanto en gota como en tubo la protedlisis gener6 4 bandas, una cercana a 70
kDa (Asteriscos Carril 1y 2) que corresponderia con el dimero de la fusion (80 kDa), otra
cercana a 40 kDa (Circulos Carril 1 y 2) que corresponde con el tamafio de la fusion, una
tercera banda cercana a 25 kDa (Cufias Carril 1 y 2) que corresponderia con el tamafio
de la TVTIM (27 kDa) y una dltima banda muy difuminada debajo de 15 kDa (Tildes Carril
1y 2) que corresponderia con la EhICP1 (13 kDa), por lo tanto, en gota a 21°C como

preservada a 4°C la proteina se esté digiriendo.

Esto propone varios escenarios posibles: Un escenario es que durante la
purificaciéon se estuviera acarreando una proteasa de E. coli, si bien las cepas BL21 son
reducidas en proteasas, eso no implica que pueda existir alguna proteasa capaz de
separar a TVTIM del linker y la proteina fusionada. Aunque no se alcanza a ver en los
geles alguna proteina extra después de la filtracion en gel, es importante recordar que las
proteasas en general son muy activas y una infima cantidad seria capaz de digerir las
fusiones, generando la cristalizacién accidental de Unicamente la proteina de andamio
(Waugh, 2011; Niedzialkowska y col., 2016). Esta situacion explicaria por qué tardaron
tanto en cristalizar las proteinas, es posible que los contactos necesarios para formar un
cristal no fueran posibles, hasta que alguna proteasa escindiera a TvTIM de la fusiéon
permitiendo que las moléculas de TvTIM cristalizaran entre si, dejando trazas de la
EhICPL1. Por tal raz6n el tamafio de la celda y el grupo espacial de los cristales eran los
mismos que la TvTIM, es posible que la red formada por el andamio no fuera lo
suficientemente amplia como para permitir el acomodo de EhICP1 o que a su vez EhICP1

no contribuyera a la estabilidad de las redes y por eso no cristalizaran como fusion.

Ahora en el caso de que se esté acarreando una proteasa, es posible que estas
proteasas reconozcan y corten la secuencia del linker flexible, ya que la mayoria de los
cristales fueron de fusiones en el linker flexible. Sin embargo, se observa en la Figura 30
un barrido, por lo tanto, es mas probable que las proteasas sean inespecificas y
simplemente degraden toda la proteina de fusion. Es necesario entonces realizar pruebas

de purificacion con inhibidores de proteasas para observar si disminuye o no el grado de
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protedlisis durante la purificacion, dichas pruebas no se realizaron por disposicion de

tiempo y recursos materiales.

50kDa

40kDa

Figura 30 Protedlisis de la fusién TvTIM-flexible-EhICP1cxa al purificar, en gotay en tubo.

Proteina purificada por IMAC y digerida con PPS (A), Proteina reservada en tubo a 4°C (1), Proteina en gota
con Crystal Screen 1 #46 (2).

Otro escenario que explica el comportamiento de la Figura 30 es que las fusiones
sean inestables, o que en algun paso de la purificacién se contaminara la muestra con
proteasas, una remota posibilidad es que la PPS realice una protedlisis inespecifica a la
fusibn de TvTIM, sin embargo esto es poco posible dado que la secuencia de
reconocimiento de PPS  (Leucina-Fenilalanina-Glutamina/Glicina-Prolina) es muy
especifica, por esa misma razén se ocupa PPS, ademas no existen reportes de que la
PPS corte de forma inespecifica (GE Healthcare, 2012; Waugh, 2011). En el remoto caso
que la PPS cortara de forma inespecifica es posible que los hombros que se observan de
5 a 10 mL en la Figura 28, fueran una fraccién de la proteina de fusién unida a PPS y
debido a que los tamafios son muy similares, fuera imposible determinar su identidad por
SDS-PAGE, un andlisis por espectrometria de masas revelaria si esta hipétesis es cierta.
Bajo la misma linea de pensamiento, las condiciones de los buffers de cristalizacion
podrian propiciar actividad inespecifica de la PPS y por eso como se propuso
anteriormente, una vez que la PPS escinda TvTIM de la fusién, es que se pueden
conseguir cristales. El uso de AG7088, un inhibidor de PPS (Patick y col., 1999), podria
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aclarar si en realidad es efecto de la PPS. Otra posibilidad es que durante el segundo
paso de purificacion por Superdex 200, la columna tuviera contaminacion de alguna
proteasa y esto generara la protedlisis observada, sin embargo, durante el periodo de
trabajo, ninglin miembro de laboratorio reportd protedlisis de su proteina tras usar la
columna, pues es de esperarse que la limpieza de la columna con 200 mM de NaOH sea

suficiente para eliminar y desactivar cualquier proteasa potencial.
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7 Conclusiones y Perspectivas

7.1 Conclusiones

Se determinaron condiciones de expresion y purificacién de proteinas de fusién
entre TVTIM con EhICP1 usando 2 linkers, los resultados indican que las proteinas de
fusién, purificadas con el protocolo descrito de IMAC y Filtracion en Gel, sufren

degradacién con el paso del tiempo.

No fue posible determinar la causa de la degradacion, ni la factibilidad de TvTIM
como andamio de cristalizacion con los linkers propuestos en el proyecto, es necesario la

realizacion de mas experimentos.

7.2 Perspectivas

o Realizar Western Blot de las fusiones de SSB1, para corroborar la
identidad de las fusiones. Posteriormente optimizar el protocolo de
purificacion e intentar cristalizar las fusiones.

e Adaptar el protocolo de purificacion utilizado agregando inhibidores de
proteasas, para disminuir la degradacion.

e Agregar un paso de purificacion por afinidad a GST, para retirar la PPS
después de la protedlisis, asi observar si disminuye la degradacién o se
obtienen cristales de las fusiones completas.

e Intentar cristalizar las fusiones sin escindir la HisTag, aunque no es comun
existen casos de éxito (Carson y col., 2007).

¢ Realizar prueba de concepto fusionando GFP con TvTIM para conocer la
viabilidad de TvTIM como andamio de cristalizaciéon y el limite de espacio
de empaqguetamiento para cristalizar (Stura y col., 2002).

7.3 Productos

Como parte de los productos de este proyecto, se presentaron los resultados de

esta tesis durante el 6° Congreso de la Rama de Fisicoquimica, Estructura y Disefio
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8 Anexos

8.1 Secuencias

8.1.1 Secuencia nucleotidica de los andamios

TvTIM flexible
5'-CTCGAGTGGATCCGCGGCCGCAAGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCCATATGACTGCCGCCAGAACCAGCAGCGGAGC
CAGCGGAGCCCTTAGAGTGGACATTGGAGTTGACAATGTTGATGAAACCTGGTTCGAGGGAAGCACCACCAACGAGGAAGC
CATCGACATCTGGGCAGGCAGCGAGTTCGTTGCAGT TGTTTGGCTTGACGGAACCGCCGTAGAGAATGCGGACCTTGTTAG
CGATATCAGCGCCAACCTTAGCAGCAAGGATGTCACGGATAACCTTGCACATTTCCTGAGCATCCTGTGTGGAAGCAACCT
TGCCTGTGCCGATAGCCCAGATTGGTTCGTAAGCGATGACAACATCGTCCCACTTGCCGGCTGGGATAGCTGGGATCATCT
TCTCGATCTGAGCAGAGACGAACTCGGAGGCCTTGCCGGCTTCGCGTTCAGAAAGGTGCTCACCGCAGCAGTAGATGATCT
TCATGCCGTTCTCAAGGGCGAACTTGGCCTTGGCAGCAAGGAACTCATCATCTTCCTTGAGGATGTCACGGCGCTCGGAGT
GGCCGAGGATTGTCCACTCGATGCCGAATGACTTGATCATTGGAACTGTAACTTCACCTGTGAAAGCACCGTTTGGCTTTG
TGAAGACGTTCTCAGCACTGACCTTCCAGTCCTTGCGGAGTTTCTGCTGGAGTGTTGGGAGGAAGATGAATGGGGCAGCAA
CAACAACTTCAACGTTGCCCTCAACCTTGGCGCCATTGAGCATTTCGATGAGCTTCTCAGCCTCTTCGACTGTCTTTGGAT
TAGCCTTCCAGTTGCCTCCGACAAAGAATGTTCTCATGTGEEGECCCCTCCAACACAACTTCCAGTGAGGTATGCTTGTCGT
CGTCGTCGATATGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGCCCCATG-3 "

HisTag
Linker
MultipleCloningSite

TvTIM rigido TvTIM(lle45)
5'-CTCGAGTGGATCCGCGGCCGCAAGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCCATATGCGCATTAGTCTGCGCGGCTGCCAGG
GCTGCATCGACAGTCTTAGAGTGGACATTGGAGTTGACAATGTTGATGAAACCTGGTTCGAGGGAAGCACCACCAACGAG
GAAGCCATCGACATCTGGGCAGGCAGCGAGTTCGTTGCAGTTGTTTGGCTTGACGGAACCGCCGTAGAGAATGCGGACCT
TGTTAGCGATATCAGCGCCAACCTTAGCAGCAAGGATGTCACGGATAACCTTGCACATTTCCTGAGCATCCTGTGTGGAA
GCAACCTTGCCTGTGCCGATAGCCCAGATTGGTTCGTAAGCGATGACAACATCGTCCCACTTGCCGGCTGGGATAGCTGG
GATCATCTTCTCGATCTGAGCAGAGACGAACTCGGAGGCCTTGCCGGCTTCGCGTTCAGAAAGGTGCTCACCGCAGCAGT
AGATGATCTTCATGCCGTTCTCAAGGGCGAACTTGGCCTTGGCAGCAAGGAACTCATCATCTTCCTTGAGGATGTCACGG
CGCTCGGAGTGGCCGAGGATTGTCCACTCGATGCCGAATGACTTGATCATTGGAACTGTAACTTCACCTGTGAAAGCACC
GTTTGGCTTTGTGAAGACGTTCTCAGCACTGACCTTCCAGTCCTTGCGGAGT TTCTGCTGGAGTGTTGGGAGGAAGATGA
ATGGGGCAGCAACAACAACTTCAACGTTGCCCTCAACCTTGGCGCCATTGAGCATTTCGATGAGCTTCTCAGCCTCTTCG
ACTGTCTTTGGATTAGCCTTCCAGTTGCCTCCGACAAAGAATGT TCTCATGTGEGEEGCCCCTEEGAACAGAACTTCCAGTGA
GGTATGCTTGTCGTCGTCGTCGATATGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGCCCCATG-3"
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8.1.2 Secuencia proteica de los andamios

TvTIMl andamio flexible

MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLEOGPHMRTFFVGGNWKANPKT
VEEAEKLIEMLNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOQOKLRKDWKVSAENVE
TKPNGAFTGEVTVPMIKSFGIEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFAL
ENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQIEKMIPAIPAGKWDDVVIAYE
PIWAIGTGKVASTQDAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVRILYGGSVEKPN
NCNELAACPDVDGFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSKGSAGSAAGSGGSHM

EFELRRQACGRGSTRAPPPPPLRSGC
HisTag

PreScission Site

Residuo PPS

Linker

MultipleCloningSite

TvTIM(lle45)

TvTIMl andamio_rigido
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLFOGPHMRTEFFVGGNWKANPKT
VEEAEKLIEMLNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOQOKLRKDWKVSAENVE
TKPNGAFTGEVTVPMIKSFGIEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFAL
ENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQIEKMIPAIPAGKWDDVVIAYE
PIWATIGTGKVASTQDAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVRILYGGSVKPN
NCNELAACPDVDGFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSKTVDAALAAAQTNAH
MEFELRRQACGRGSTRAPPPPPLRSGC
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8.1.3 Secuencia proteica de fusiones
8.1.3.1 Inhibidor de Cisteina Proteinasa 1 (EhICP1)

TvTIM1l andamio_flexible-EhICPlwt
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLFQGPHMRTEFFVGGNWKANPKTVEEAEKLIEM
LNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOOKLRKDWKVSAENVEFTKPNGAFTGEVTVPMIKSFG
IEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQIT
EKMIPAIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKVASTQDAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVR
ILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSKGSAGSAAGSGGSHM
SLTEDNNNTTITIAKGENKEIILHGNPTTGYSWVVDSCEGLSNTVEYVADQHAPGICGCG
GKYHIKITGTQTGEGKIVLVYRRPWAPNANDRTFTLKVNVQ
HisTag
PreScission Site
Residuo PPS
Linker
EhICP1wt
TvTIM(lled5)
Cisteinas mutadas
TvTIM1l_ andamio rigido-EhICPlwt
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLFOQGPHMRTFFVGGNWKANPKTVEEAEKLIEM
LNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOOKLRKDWKVSAENVFTKPNGAFTGEVTVPMIKSFEG
IEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQI
EKMIPATIPAGKWDDVVIAYEPIWATIGTGKVASTOQDAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVR
ILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGEFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSKTVDAALAAAQTNAH
MSLTEDNNNTTITIAKGENKEIILHGNPTTGYSWVVDSCEGLSNTVEYVADQHAPGICGC
GGKYHIKITGTQTGEGKIVLVYRRPWAPNANDRTFTLKVNVQ
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8.1.3.2 Proteina Mitocondrial de Unién a Cadena Sencilla (SSB1)

TvTIM andamio flexible SSB1
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLEFQGPHMRTFEVGGNWKANPKTVEEAEKLIEM
LNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOOKLREKDWKVSAENVFTKPNGAFTGEVTVPMIKSFEFG
IEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQT
EKMIPATIPAGKWDDVVIAYEPIWATIGTGKVASTQDAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVR
ILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSKGSAGSAAGSGGSHM
KSWFSTGPIDEGVEEDFEENVTERPELQPHGVDPRKGWGFRGVHRAIICGKVGQAPLQKI
LRNGRTVTIFTVGTGGMFDQRLVGATNQPKPAQWHRIAVHNEVLGSYAVQKLAKNSSVYV
EGDIETRVYNDSISSEVKSIPEICVRRDGKIRMIKYGESISKISFDELKEGLIGSTRAPPP
PPLRSGC

HisTag
PreScission Site
Residuo PPS
Linker

SSB1
TVTIM(lle45)

TvTIM andamio rigido SSB1

MGHHHHHHHHHHS SGHIDDDDKHTSLEVLFOGPHMRTFEVGGNWKANPKTVEEAEKLIEM
LNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOOKLRKDWKVSAENVETKPNGAFTGEVTVPMIKSEG
IEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGMKITIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQT
EXKMIPAIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKVASTODAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVR
ILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGEFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSKTVDAALAAAQTNAH
MKSWFSTGPIDEGVEEDFEENVTERPELQPHGVDPRKGWGFRGVHRAIICGKVGQAPLQK
ILRNGRTVTIFTVGTGGMFDQRLVGATNQPKPAQWHRIAVHNEVLGSYAVQKLAKNSSVY
VEGDIETRVYNDSISSEVKSIPEICVRRDGKIRMIKYGESISKISFDELKEGLIGSTRAP
PPPPLRSGC
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8.1.3.3 Proteina Organelar de Unién a Cadena Sencilla (OSB1)

TvTIM andamio_ flexible OSB1
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLEFQGPHMRTFFVGGNWKANPKTVEEAEKLIEM
LNGAEKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOOKLREKDWKVSAENVETKPNGAFTGEVIVPMIKSEG
IEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQI
FKMIPAIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKVASTODAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVR
TLYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSKGSAGSAAGSGGSHM
YHHARLFKKPLSTKLKFNLVNSVSLMGFVDRSIQVMNTGPDRFGVFTILRVKDPLNPNRS
FRISLRMWDAMARTCIAHLKLNDHILVSGRLESYSKSSSDVYSGLNLDYQVKVAEVNYVA
APPSHVLDSQISKNPKTKTEDDIEESKKDEIYLWQVFFSNPYDWWDNRRNKKNPKQPDFK
HKDTGEALWLCSDLPDWITRRLELFDQKNRFYDEEKTRRDRLSDYIGSTRAPPPPPLRSGC

HisTag

PreScission Site

Residuo PPS

Linker

0SB1
TvTIM(lle45)

TvTIM andamio_rigido_ OSB1
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLEFQGPHMRTEFFVGGNWKANPKTVEEAEKLIEM
LNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOOQKLRKDWKVSAENVETKPNGAFTGEVTVPMIKSEG
IEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEEFVSAQT
EKMIPAIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKVASTQDAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVR
ILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEPGEFINIVNSNVHSKTVDAALAAAQTNAH
MYHHARLFKKPLSTKLKFNLVNSVSLMGFVDRSIQVMNTGPDRFGVFTILRVKDPLNPNR
SFRISLRMWDAMARTCIAHLKLNDHILVSGRLESYSKSSSDVYSGLNLDYQVKVAEVNYV
AAPPSHVLDSQISKNPKTKTEDDIEESKKDEIYLWQVFFSNPYDWWDNRRNKKNPKQPDF
KHKDTGEALWLCSDLPDWITRRLELFDQKNRFYDEEKTRRDRLSDYIGSTRAPPPPPLRS
GC
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8.1.3.4 Enolasal (Enol)

TvTIM andamio_ flexible Enol

MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLEFOQGPHMRTFEVGGNWKANPKTVEEAEKLIEM
LNGARKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOQOKLRKDWKVSAENVETKPNGAFTGEVTVPMIKSFG
IEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQI
EKMIPATIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKVASTOQDAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVR
ILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSKGSAGSAAGSGGSHM
ALTTKPHHLORSFLSPSRVSGERYLESAPSCLRFRRSGVQCSVVAKECRVKGVKARQIID
SRGNPTVEVDLITDDLYRSAVPSGASTGIYEALELRDGDKSVYGGKGVLQATIKNINELVA
PKLIGVDVRNQADVDALMLELDGTPNKSKLGANAILGVSLSVCRAGAGAKGVPLYKHIQE
TSGTKELVMPVPAFNVINGGSHAGNSLAMQEFMILPVGATSFSEAFQMGSEVYHTLKGII
KTKYGOQDACNVGDEGGFAPNVODNREGLVLLIDAIEKAGYTGKIKIGMDVAASEFFMKDG
RYDLNFKKQPNDGAHVLSAESLADLYREFIKDFPIVSIEDPFDQDDWSSWASLQSSVDIQ
LVGDDLLVTNPKRIAEAIKKQSCNALLLKVNQIGTVTESIQAALDSKAAGWGVMVSHRSG
ETEDNFIADLSVGLASGQIKTGAPCRSERLSKYNQLLRIEEELGNVRYAGEAFRSPGSTR

APPPPPLRSGC
HisTag
PreScission Site
Residuo PPS
Linker
Enol
TvTIM(lle45)

TvTIM andamio rigido Enol

MGHHHHHHHHHHS SGHIDDDDKHTSLEVLEQGPHMRTEFFVGGNWKANPKTVEEAEKLIEM
LNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLOOQKLRKDWKVSAENVETKPNGAFTGEVTVPMIKSEG
IEWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQIT
EKMIPATIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKVASTQDAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVR
ILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSKTVDAALAAAQTNAH
MALTTKPHHLQRSFLSPSRVSGERYLESAPSCLRFRRSGVQCSVVAKECRVKGVKARQIT
DSRGNPTVEVDLITDDLYRSAVPSGASTGIYEALELRDGDKSVYGGKGVLQAIKNINELV
APKLIGVDVRNQADVDALMLELDGTPNKSKLGANATILGVSLSVCRAGAGAKGVPLYKHIQ
ETSGTKELVMPVPAFNVINGGSHAGNSLAMOEFMILPVGATSFSEAFQMGSEVYHTLKGI
IKTKYGQDACNVGDEGGFAPNVODNREGLVLLIDAIEKAGYTGKIKIGMDVAASEFFMKD
GRYDLNFKKQPNDGAHVLSAESLADLYREFIKDFPIVSIEDPFDQDDWSSWASLQSSVDI
QLVGDDLLVTNPKRIAEATIKKQSCNALLLKVNQIGTVTESIQAALDSKAAGWGVMVSHRS
GETEDNFIADLSVGLASGQIKTGAPCRSERLSKYNQLLRIEEELGNVRYAGEAFRSPGST
RAPPPPPLRSGC
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8.2 Plasmidos utilizados

8.2.1 Mapay sitio multiple de clonacion del vector pET28b (+)

pET28b(+)

5369 bp

3000

T7 promotor primer #69348-3

ET upstream primer #69214-3 -
p_t Bglup T7 promotor ~ lac operador Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TGTGAGCGGATAACAATICCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACTTTAAGAAGGAGA
Ncol ] His*Tag _Ndel Nhel T7+Tag
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
MetGlySerSerdisHisHisHIsHIsHIsSerSerGlyleuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn
Eag| thrombina
BamH | EcoR| Sacl _Sall Hindlll _ Notl  [XhoT] His*Tag
AAGCTTBEOGCCOCACTCOAGCACCACCACCACCACCACTBAGATCCBBETGCTAACAAAGCEE

ATGGGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACA
MetGlyArgAspProAsnSerSerSerValAsolvsLeuAloAloAlaLauGlyHisHisHisHIsHIsH

Bpu1102 | T7 terminador

sEnd

GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTRCCACCGETGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGOGRCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGLTTTTTTS

T?Item\inador primer #69337-3
pET-28b(+) region expresién/clonacién

84



8.2.2 Mapa del vector pET28b (+)-TvTIMflexible

PreScission

pET28b(+)-TvTIMflex
6173 5p

8.2.3 Mapa del vector pET28b (+)-TvTIMrigido

PreSciossion .

pET28b(+)-TvTIMrig

5175 bp
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8.2.4 Mapa de pladsmido pET28b (+)-TvTIMflexible-EhICP1

PreScission
OMcol{b44b)
7

LA

pET28b(+)-TvTIMflex-EhICP1

b446bp

e e

8.2.5 Mapa del plasmido pET28b (+)-TvTIMrigido-EhICP1

PreScission
ONcol(b445)
L4

pET28b(+)-TvTIMrig_EhICP1

8449 bp
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8.2.6 Mapa del plasmido pET28b (+)-TvTIMflex-AtEnol

PreScission .
o Ncql_l}?Ebn_:

pET28b(+)-TvTIMflex-AtEnol

7568 bp

8.2.7 Mapa del plasmido pET28b (+)-TvTIMrigido-AtEnol

PreScission .
OMNcol{7564)

pET28b(+)-TvTIMflex-AtEnol

7568 bp
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8.2.8 Mapa del plasmido pET28b (+)-TvTIMflexible-OSB1

pET28b(+)-TvTIMflex-0SBI1
6818 bp

8.2.9 Mapa del plasmido pET28b (+)-TvTIMrigido-OSB1

PreScission

0 Ncol(6817)
l TTprom 464

wisTag LI

pET28b(+)-TvTIMrig-0SB1
6821bp

2000
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8.2.10 Mapa del plasmido pET28b (+)-TvTIMflexible-SSB1

PreScisskU)Hro (5455
C T‘_J‘:uv )

Lbd

pET28b(+)-TvTIMflex-SSB1

6659 bp

8.2.11 Mapa del plasmido pET28b (+)-TvTIMrigio-SSB1

pET28b(+)-TvTIMrig-SSB1

6662 bp
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8.3 Datos de difraccién de TvTIM (Salgado Lugo, 2011)

Parametros TvTIM1
Fuente Rayos-X Langebio
Temperatura de coleccion (°K) 100
Rango de resolucion (A) 38.03-2.15
Grupo espacial P22,2,
_Longitud celda unitaria a, b, ¢ (A) 46.8, 55.77, 104.0
Angulos celda unitaria a=p=y (°) 90, 90, 90

Parametros TvTIM2
Fuente Rayos-X Langebio
100

Temperatura de coleccion (°K)

Rango de resolucién (A) 24.8-1.75
Grupo espacial P22,2,
Longitud celda unitaria a, b, c (A) 46.8, 56.2, 105.4

Angulos celda unitaria a=g=y (°) 90, 90, 90

90
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