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DC   Dicroísmo circular 

DHAP   Dihidroxiacetona fosfato 

DNA   Deoxyribonucleic acid (ácido desoxirribonucleico) 

DTT   Ditiotreitol 

EDTA   Ácido etilendiaminatetracético 

EMBL-EBI   The European Molecular Biology Laboratory–European    

       Bioinformatics Institute 
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α-GDH   α-glicerofosfato-deshidrogenasa 

G3P   gliceraldehído-3-fosfato 

IPTG   Isopropil-β-tiogalactopiranósido 

kcat   Constante de catalítica 

KM   Constante de Michaelis  

ki   Constante cinética de irreversibilidad 

kr   Constante cinética de replegamiento 

ku   Constante cinética de desplegamiento 

MOE   Molecular Operating Environment  

PDB   Protein Data Bank   

PCR   Polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 

ScTIM   Triosafosfato isomerasa de Saccharomyces cerevisiae 

SDS-PAGE  Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio) 

TEA   Trietanolamina 

TIM   Triosafosfato isomerasa 

VMD   Visual Molecular Dynamics 
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Resumen  

 

En varias familias de proteínas se han encontrado residuos conservados de cisteína 

ocultos del disolvente que no forman puentes disulfuro ni participan en la actividad 

biológica de la proteína. Se cree que estas cisteínas libres tienen una tasa de mutación 

baja durante la evolución porque son relevantes para la estabilidad de la molécula 

nativa. Con el propósito de determinar los efectos resultantes de la mutación de 

residuos de cisteínas conservadas y no conservadas, estudiamos la actividad y 

estabilidad de diversas variantes de la enzima triosafosfato isomerasa de 

Saccharomyces cerevisiae. La forma silvestre de esta proteína contiene dos cisteínas 

libres ocultas: Cys41 (no conservada) y a la invariante Cys126. Las mutantes puntuales 

investigadas contienen sustituciones de estas Cys por Ala, Val y Ser (los tres cambios 

más conservativos para una cisteína oculta, de acuerdo a las matrices de sustitución); 

se examinaron su actividad enzimática y su estabilidad. Nuestros ensayos indican que 

ninguno de los residuos de Cys es esencial para la catálisis enzimática. La 

determinación de estabilidad global de las mutantes indica que, independientemente de 

cuál Cys fue reemplazada, las mutaciones individuales Cys → Ala y Cys → Val 

disminuyeron la energía libre de desplegamiento en 13 a 18 kJ mol-1 (a 37 ºC, pH 7.4), 

en comparación con la enzima silvestre. Se encontró, además, una reducción algo 

mayor en la estabilidad (23 kJ mol-1) en el caso de la mutación C41S. En contraste, 

hubo una desestabilización sustancialmente mayor (37 kJ mol-1) en la mutante C126S. 

Estos resultados sugieren que, con la excepción de Cys126Ser, todas estas mutaciones 

pueden considerarse como neutrales (es decir, mutaciones toleradas que no causan 
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daño en eventos reproductivos del organismo). En consecuencia, el residuo Cys126 ha 

permanecido invariante a través de la evolución porque las sustituciones neutrales por 

Ala o Val en el aminoácido 126 requerirían una doble mutación concertada en 

cualquiera de los codones de Cys, un evento con una probabilidad virtualmente de cero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 1                                                                                                                                     Introducción 

 3

Introducción 

 
Evolución molecular   
 
 
Darwin sentó las bases de la Teoría Moderna Evolutiva en su tratado “Origen de las 

especies” (1859), al plantear el concepto de que todas las formas de vida se han 

desarrollado a través de un proceso lento de selección natural. Esta selección natural 

constituye la fuerza motriz que dirige los cambios evolutivos de las especies. Sin 

embargo, esta teoría no es capaz de explicar como se transmite la información biológica 

de una generación a otra. 

 

El descubrimiento del DNA fue fundamental, porque conlleva al conocimiento de la base 

molecular de la herencia y constituye el nacimiento de la genética molecular y a su vez, 

la deducción del código genético. Nirenberg y Matthaes (1961) mostraron que la 

secuencia de un codón puede codificar un aminoácido. 

 

En la década de los sesenta surgen bases de datos de secuencias de proteínas. 

Pauling y Zuckerkandl (1965)  hicieron estudios comparativos de la secuencia de 

hemoglobina de diferentes especies, en donde observaron regiones que son altamente 

conservadas a lo largo de la evolución y regiones en las que los cambios se 

acumulaban rápidamente. Esta observación de variabilidad proteica intraespecífica 

condujo a Kimura a proponer la Teoría Neutralista de la Evolución Molecular (1968). 

Kimura propuso que la mayoría de los cambios observados en las secuencias de 

aminoácidos de proteínas correspondían a mutaciones neutras, es decir que, sin ser 
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perjudiciales, no tienen selectivamente para el organismo ni más ni menos ventajas que 

los aminoácidos a los que sustituyen. En el caso de mutaciones neutrales, el 

aminoácido insertado es distinto, pero con propiedades fisicoquímicas similares; por 

ejemplo, la sustitución del residuo Glu (GAA) por Asp (GAU), puede no tener efectos 

funcionales en la proteína, debido a que los dos son aminoácidos cargados 

negativamente. Hay mutaciones neutras que son silenciosas (o sinónimas) y estas no 

modifican al aminoácido codificado; Glu (GAA) por Glu (GAG). En estos dos casos la 

mutación  se da en la posición de la tercera base del codón. También hay mutaciones 

no silenciosas (o no sinónimas), que si modifican el aminoácido y el cambio se da ya 

sea en la primera o segunda base del codón: Ile (AUU) por Leu (CUU) o Thr (ACU) por 

Ser (AGU). Algunos aminoácidos, tal como Leu, Ile, Asn y Met son considerados 

aminoácidos típicos ya que tienen un número alternativo de aminoácidos similares con 

los que puede ser sustituido mediante una sola sustitución no sinónima. Otros 

aminoácidos, como Trp, Tyr, Gly y Cys, son considerados aminoácidos particulares ya 

que tienen pocas alternativas de aminoácidos similares por los que pueden 

reemplazarse (Graur, 1985). 

 

 

Cisteínas conservadas y no conservadas 

 

La cisteína es uno de los aminoácidos menos frecuentes en las proteínas. Este residuo 

muestra también muy poca variabilidad en la divergencia de proteínas homólogas. Los 

residuos de Cys son altamente conservados, cuando forman puentes disulfuro intra o 

intermoleculares (Smith y col., 2006) y cuando juegan un papel activo en el mecanismo 
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catalítico de la enzima, por medio del grupo sulfhidrilo libre (por ejemplo, en el caso de 

varias proteasas vegetales; Baker y col., 1987). Curiosamente, varios residuos de Cys 

libres, que parecen ser no esenciales para la actividad enzimática, se han identificado 

como conservados en un gran número de familias de proteínas, incluyendo la               

1, 2-α-manosidasa (Tatara y col., 2005), la aspartato aminotransferasa (Gloss y col., 

1996; Jeffery y col., 2000) y la triosafosfato isomerasa (González-Mondragón y col., 

2004). En estos casos las mutaciones en una Cys conservada que, no es accesible al 

solvente con frecuencia induce a la desestabilización de la enzima nativa. Del mismo 

modo, la sustitución de una cisteína conservada afecta negativamente la estructura y 

auto-ensamblaje de los dominios de  trimerización de la proteína clatrina (Ybe y col., 

2003). 

 

En consecuencia, parece que algunos residuos de Cys se conservaron evolutivamente 

porque confieren estabilidad conformacional significativa en determinadas proteínas. Se 

han observado efectos desestabilizantes de una mutación en cisteínas ocultas (pero no 

conservadas) en las siguientes proteínas: α-amilasa de Pyrococcus furiosus 

(Savchenko y col., 2002), RecQ helicase de E. coli (Liu y col., 2004), subunidad α de la 

triptófano sintasa de E. coli  (Hiraga y col., 1996) y superoxido dismutasa (McRee y col., 

1990). Los papeles de los residuos de Cys de las dos primeras enzimas están 

relacionados con su capacidad de actuar como ligando de Zn2+. Sin embargo, las dos 

últimas proteínas no tienen ninguna actividad de unión de metal. Es importante señalar 

que las cisteínas libres prefieren formar parte de los interiores de las moléculas de la 

proteína plegada (Richardson y col., 1989), donde suelen estar rodeados por residuos 
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típicamente hidrofóbicos tales como Leu, Ile, Val, Phe (Karlin y col., 1994). Además, los 

grupos SH de cisteínas ocultas también pueden formar enlaces de hidrógeno, como 

aquellos encontrados en β-lactoglobulina (Burova y col., 1998) y triosafosfato isomerasa 

(Kursula y col., 2003). 

 

 

Generalidades de la  triosafosfato isomerasa 

 

La triosafosfato isomerasa (TIM, E. C. 5.3.1.1.) es la quinta enzima en la vía de la 

glucólisis, y cataliza la interconversión de los productos que provienen de la catálisis de 

la aldolasa (gliceraldehído 3 fosfato (G3P) y el fosfato de dihidroxiacetona (DHAP)). 

Sólo el G3P puede continuar en el camino de la glucólisis, hasta piruvato. TIM 

desempeña un papel importante en varias vías metabólicas y es esencial para la 

producción eficiente de la energía. Deficiencias en la TIM de humano, causadas por 

mutaciones, producen un aumento en los niveles de DHAP provocando (con una simple 

mutación puntual (I170V)) anemia hemolítica crónica (Orosz y col., 2009); la mutación 

E104D produce un grave trastorno neurológico progresivo y (Rodríguez-Almazán y col., 

2008) 

 

 

Características estructurales  

 
En la base datos de The European Molecular Biology Laboratory–European 

Bioinformatics Institute (EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/embl/)), se tienen registradas 
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4044 secuencias de enzimas de la familia de la TIM, provenientes de diferentes 

especies. De éstas, 2995 secuencias pertenecen a bacterias, 985 a eucariotas y 64 a 

arqueas.  

 

Hasta la fecha se han reportado en el PDB (Protein Data Bank) 130 estructuras 

cristalográficas de la TIM, tanto de tipo silvestre como variantes con algún tipo de 

ligando, y un monómero artificial. En estos datos también se incluyen 25 estructuras de 

diferentes organismos: Gallus gallus (Banner y col., 1975), Saccharomyces cerevisiae 

(Lolis y col., 1990), Trypanosoma brucei brucei (Wierenga y col., 1991), Escherichia coli 

(Noble y col., 1993), Homo sapiens (Mande y col., 1994), Bacillus stearothermophilus 

(Delboni y col., 1995), Plasmodium falciparum (Velanker y col., 1997), Moritella marina 

(Alvarez y col., 1998), Trypanosoma cruzi (Maldonado y col., 1998), Leishmania 

mexicana (Williams y col., 1999), Thermotoga maritima (Maes y col.,1999),  Pyrococcus 

woesei (Walden y col., 2001), Entamoeba histolytica (Rodríguez-Romero y col., 2002), 

Caenorhabditis elegans (Symersky y col., 2003), Orytolagus cuniculus (Aparicio y col., 

2003), Thermoproteus tenax (Walden y col., 2004), Tenebrio molitor (Knobeloch y col., 

2006), Methanocaldococcus jannaschii (Gayathri y col., 2007), Helicobacter pylori (Chu 

y col., 2008) Bartonella henselae (Abendroth y col., 2009), Giardia intestinalis (Enríquez-

Flores y col., 2011) Mycobacterium tuberculosis (Connor y col., 2011), Cryptosporidium 

parvum (Nguyen y col., 2011), Staphylococcus aureus (Murkherjee y col., 2011), 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Moraes y col., 2011). 

 

En la mayoría de las especies, la TIM es un homodímero de aproximadamente 500 

residuos, con pesos moleculares cercanos a 54 kDa; pero, en algunos organismos 
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termófilos, la enzima es un tetrámero. Las subunidades se asocian a través de 

interacciones no covalentes. Ambos monómeros tienen un sitio activo completo 

localizado cerca de la interfase, y los residuos catalíticos de cada subunidad están 

ubicados en las asas 1, 4 y 6. Ya que sólo la especie dimérica presenta actividad 

biológica, se piensa que los residuos de una subunidad son decisivos para mantener la 

integridad o la estabilidad del sitio activo de la otra subunidad (Wierenga y col., 2010). 

 

 Los monómeros adoptan un plegamiento de barril α/β (barril TIM), donde 8 hebras β 

paralelas forman la parte interna del barril rodeado por 8 hélices α, unidas mediante  

asas (Lolis, y col., 1990; Davenport y col, 1991) (Figura 1). La interfase del dímero se 

compone principalmente por las asas 1, 2, 3, 4 y 8. Las asas 3, 4, 5, 6 y 8 tienen al 

menos ocho residuos. Las asas 5, 6 y 7 muestran flexibilidad conformacional. El asa 3 y 

la 6 sobresalen en la superficie del monómero (Wierenga y col., 1992). 

 

El asa 3 (formada por los residuos 68 al 79) se le conoce como asa de la interfase o 

interdigitante; se acopla a un hueco cercano del sitio activo de la otra subunidad entre 

las asas 1 y 4 (Wierenga y Noble, 1992). El asa 6 (residuos 165 al 177), que es llamada 

asa flexible o catalítica, forma una especie de tapa que se abre y se cierra sobre el sitio 

activo; esta asa catalítica sufre un cambio conformacional notable, llegando a moverse 

hasta 7 Å desde una posición “abierta” hacia una “cerrada”. Estudios de resonancia 

magnética nuclear (RMN) muestran que la unión del sustrato (o ligando) o la salida del 

producto no inducen el movimiento del asa 6, sino que esté es un movimiento natural de 

la proteína (Williams y McDermott, 1995). 
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Figura 1. Estructura tridimensional de un monómero de la ScTIM. Se observa la estructura 

característica de un barril TIM. Las 8 hélices α (listones rojos), rodean a las hebras β (flechas 

azules) dispuestas en el centro y se unen por 8 asas. Se muestran los residuos catalíticos y las 

dos cisteínas libres. (Archivo de Protein Data Bank; 1YPI (Lolis y col., 1990)). 

 

 

Propiedades catalíticas   

 

El mecanismo catalítico de la TIM se conoce en detalle (Knowles & Albery, 1977). La 

TIM es una enzima muy eficiente, es decir, que la velocidad de conversión de G3P a 

DHAP se controla por difusión, lo que significa que la eficiencia catalítica (kcat/KM) en 

esa dirección se encuentra cerca de su máximo valor: 109 M-1 s-1 (Albery y Knowles, 

1976; Blacklow y col., 1988; Knowles, 1991); la kcat es aproximadamente de 5000 s-1 y 

4 

3 

6 

8 

1 

2 

5 

7 
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la KM presenta un valor promedio de 0.5 mM. Sin embargo, experimentalmente la 

eficiencia catalítica que presenta la enzima TIM es del orden 107 M-1 s-1, ya que sólo el 

3.4% del sustrato es reactivo; el 96.6% restante se encuentra hidratado en condiciones 

del experimento y no es reconocido por la enzima (Trentham y col., 1969) 

 

Son tres los aminoácidos que están involucrados directamente en la catálisis: Lys12, 

His95 y Glu165. La reacción de isomerización comienza cuando el carboxilo del Glu165 

y el anillo imidazol de la His95 realizan las protonaciones y desprotonaciones 

necesarias para la formación del intermediario cis-enodiol (Knowles, 1991). Por su 

parte, la función que realiza la Lys12 es la de neutralizar las cargas del sustrato, 

permitiendo así la unión al sitio activo correcta. Adicionalmente, existen otros residuos 

que se han considerado importantes para la catálisis de la TIM: Asn10, Ser96, Glu97 y 

Cys126 (de acuerdo a la numeración de ScTIM (Lolis y col., 1990)). Sin embargo, el 

papel que juegan estos dos últimos residuos en la catálisis parece ser de muy poca 

importancia para la referida actividad. En estudios realizados por González-Mondragón 

y col. (2004), se encontró que la sustitución de la Cys126 de la ScTIM por Ala o Ser no 

afectó la eficiencia catalítica de la enzima. Con respecto al residuo Glu97, se hicieron 

estudios en nuestro laboratorio de la mutación Glu97Gln (resultados no publicados), 

encontrándose que la eficiencia catalítica es del mismo orden de magnitud que la 

enzima silvestre. 
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Características de los residuos de cisteína de la triosafosfato isomerasa de 

levadura 

 

En este proyecto de investigación nos centramos en el estudio de estabilidad y actividad 

de la enzima triosafosfato isomerasa de Saccharomyces cerevisiae (ScTIM). Esta 

enzima contiene dos residuos de cisteína libres (Figura 1); uno de ellos se conserva en 

todas las secuencias de organismos conocidos: desde arquea hasta mamífera. Esta 

cisteína (Cys126) está localizada al final de la quinta hebra β y su átomo de azufre se 

encuentra a una distancia van der Waals del oxígeno del glutámico catalítico 

(aproximadamente 4.06 Å (Figura 2A)). La Figura 2B muestra, de manera esquemática, 

las interacciones entre el residuo 126 y otros residuos de la proteína, entre las cuales 

destacan las siguientes: el grupo amino de la Cys126 forma un puente de hidrógeno 

con el átomo de oxígeno de la cadena principal del residuo Leu93; el oxígeno del grupo 

carbonilo de dicha cisteína forma otro puente de hidrógeno con grupo NH de la cadena 

lateral del residuo Arg99.  
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Figura 2. (A) Localización espacial de la interacción tipo van der Waals formada entre el Glu165 

(base catalítica) y la Cys126, empleando el programa de visualización molecular VMD. (B). 

Representación en dos dimensiones de las interacciones que tiene la Cys126 con residuos 

cercanos a menos de 5 Å, usando la herramienta bioinformática MOE (datos tomados del 

archivo PDB, de la estructura cristalográfica de la enzima de TIM de levadura 1YPI (Lolis y col., 

1990)). La flecha azul indica que el grupo NH de la Cys126 interacciona (como H-donador) con 

la cadena principal del residuo Leu93,  y la flecha verde indica la interacción del CO, como H-

aceptor  de la cadena lateral del residuo Arg99. 

 

 

No obstante que el residuo conservado Cys126 no es esencial para la actividad 

catalítica de la ScTIM (González-Mondragón y col., 2004), en el estudio de las mutantes 

C126A y C126S se encontró que éstas presentan un desplegamiento más rápido y un 

replegamiento más lento que la enzima silvestre, lo que indica que estas variantes de 

ScTIM son menos estables que la enzima silvestre. En términos de diferencias de 

energía libre de desplegamiento ( NU

silvestre

NU

mut GG
−− ∆−∆ 22 ), la variante C126S fue mucho más 

inestable que la mutante C126A a 27 ºC, pH 8.5. Posteriormente se midieron valores 

similares para estas mutantes en condiciones fisiológicas (pH 7.4 y 37 ºC, resultados de 

A B 
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nuestro laboratorio no publicados). Si el papel de la Cys126 está relacionado 

principalmente con la estabilidad molecular, pensamos que sería interesante estudiar 

los efectos de la sustitución de este residuo con valina, un aminoácido marcadamente 

hidrofóbico con una cadena lateral ligeramente mayor que la cisteína. Es importante 

mencionar que las tablas de  sustitución de aminoácidos indican que la mutación      

Cys → Val es la segunda sustitución más probable (precedida solamente por la 

mutación Cys → Ala) cuando la cisteína está oculta (Overington y col., 1992). Otro tipo 

de matrices de sustitución colocan las mutaciones Cys → Ser y Cys → Ala como las 

más probables (Dayhoff, 1978; Henikoff y Henikoff, 1992). 

 

Asimismo, se planteó realizar la determinación de estabilidad de las tres mutantes 

equivalentes (es decir, sustitución de Cys por Ala, Ser y Val) en la Cys41, el otro 

residuo de este tipo encontrado en ScTIM. Este residuo está poco conservado en las 

secuencias homólogas de la TIM, encontrándose presente en algunos sacaromicetales 

y en muchas bacterias. El residuo Cys41, se encuentra al final de la segunda hebra β, 

formando parte del interior del barril, y no tiene interacciones directas con los residuos 

del sitio catalítico, ya que la distancia más pequeña del átomo de azufre a un residuo 

catalítico es de más de 7 Å (Figura 3A). La cisteína 41 forma puentes de hidrógeno con 

el átomo de oxígeno de la Gly9 y con el átomo de nitrógeno de la Phe11, y también con 

el átomo de nitrógeno de la Gln64. No forma puente disulfuro con la otra cisteína de la 

posición 126 de esa misma subunidad, ni con la cisteína de la otra subunidad del 

dímero. 
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Figura 3. (A) Representación en tres dimensiones de las distancias entre los residuos 

catalíticos y el residuo Cys41, utilizando VDM. (B) Modelo en dos dimensiones de las 

interacciones a menos de 5 Å del residuo de Cys 41 con otros residuos, usando MOE. La flecha 

azul indica que el CO de la Cys41 interacciona (como H-aceptor) con cadena principal del 

residuo Phe11 y la otra flecha azul indica que el grupo NH de la Cys41 interacciona (como H-

donador) con la cadena principal del residuo Gly9 y la fecha verde muestra la interacción del 

CO, como H-aceptor de la cadena lateral del residuo Gln64  (Archivo de Protein Data Bank; 

1YPI (Lolis y col., 1990)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 



Capitulo1                                                                              Objetivos 

 13

Objetivo General 

 

Completar los estudios de la mutación puntual del residuo conservado Cys126 y realizar 

los estudios de las mutaciones Cys41 → Ala, Ser, Val y la doble mutante C41V/C126V 

de la enzima triosafosfato isomerasa de Saccharomyces cerevisiae (ScTIM). Se 

determinará el efecto que producen las mutaciones de ScTIM en la catálisis enzimática, 

así como en su estabilidad 

 

 

 Objetivos específicos 

 

• Construir, expresar y purificar las enzimas mutantes C41A, C41S, C41V, C126V 

y C41V/C126V de la TIM de levadura. 

 

• Determinar los parámetros catalíticos (KM y kcat) de todas las mutantes. 

 

• Determinar, mediante técnicas de dicroísmo circular (DC) y fluorescencia 

intrínseca, si la estructura secundaria y terciaria se vieron afectadas por las 

mutaciones con respecto a la enzima silvestre. 

 

• Analizar si las mutaciones mencionadas afectan la estabilidad térmica de la TIM, 

así como su capacidad de replegamiento. 
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• Estimar las constantes cinéticas de desplegamiento (ku) y replegamiento (kr) y 

establecer los parámetros de activación que caracterizan estas reacciones en 

todas las mutantes de la TIM de  levadura. 

 

• Calcular la estabilidad global de las mutantes construidas y purificadas de la TIM 

de levadura y comparar sus valores. 
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Materiales y Métodos 

 

Metodología de DNA recombinante 

 

Las mutantes de ScTIM C41S, C41V, y C126V se prepararon mediante la técnica de 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el kit  “Expand High Fidelity  PCR 

System” (Boehringer).  Los siguientes oligonucleótidos mutagénicos se construyeron de 

la siguiente manera: 5’ T GTC ATC TTG GTG ATC GGT GAA ACT 3’ (C126V, directo) y 

5’ AGT TTC ACC GAT CAC CAA GAT CAC A 3’ (C126V, reverso); 5’ AA GTT GTT ATC 

GTG CCT CCA GCT AC 3’ (C41V, directo)  y 5’ GT AGC TGG AGG CAC GAT AAC 

AAC TT 3’ (C41V, reverso); 5’ AAG TTG TTA TCA GGC CTC CAG CTA C 3’ (C41S, 

directo) y 5’ G TAG CTG GAG GGC TGA TAA CAA CTT 3’ (C41S, reverso). Los 

oligonucleótidos externos utilizados fueron el promotor T7 y el terminador T7 (Novagen). 

Las mutaciones se introdujeron de la siguiente manera: 25 ciclos de 1 min a 94ºC, 1 min 

a 46.4ºC, 1 min a 72ºC, y la extensión de incubación por 10 min a 72°C.  Los productos 

de PCR fueron clonados en el vector de expresión pET3a después de la digestión con 

NdeI y las sustituciones de codones se confirmaron por secuenciación de genes. Los 

genes con mutaciones correctas se introdujeron para su transformación dentro de 

células E. coli BL21 (DE3) pLys (Novagen). 

 

Las otras mutantes (C41A y C41V/C126V) se prepararon utilizando el método de 

mutagénesis sitio-dirigida QuikChange (Stratagene). Estas mutaciones se introdujeron 

de la siguiente manera: 18 ciclos de 30 seg a 95ºC, 1 min a 55ºC y 10 min a 68ºC, y la 
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extensión por 10 min a 72ºC. Los oligonucleótidos mutagénicos utilizados para la 

mutante C41A fueron  5’ GTC GAA GTT GTT ATC GCG CCT CCA GCT ACC 3’ 

(directo) y 5’ GGT AGC TGG AGG CGC GAT AAC AAC TTC GAC 3’ (reverso); la doble 

mutante se construyó con el plásmido que contiene la secuencia de la simple mutante 

C126V como molde, y los oligonucleótidos mutagénicos fueron los siguientes: 5’ GTC 

GAA GTT GTT ATC GTG CCT CCA GCT ACC 3’ (directo) y 5’ GGT AGC TGG AGG 

CAC GAT AAC AAC TTC GAC 3’ (reverso). 

 

La construcción, sobreexpresión y parte de la purificación de las mutantes de la enzima 

TIM de levadura fue realizada en el Instituto de Fisiología Celular, en el laboratorio del 

Dr. Ruy Pérez Montfort, y la otra parte de la purificación se realizó en el Instituto de 

Química, en el laboratorio de la Dra. Adela Rodríguez Romero. 

 

La sobreexpresión y purificación de la TIM de levadura, tanto de la enzima silvestre 

como de las variantes, se llevó a cabo como describe el protocolo de Benítez-Cardoza y 

col (2001), y Vázquez-Contreras y col (2000). El crecimiento celular se llevó a cabo a 

37ºC en medio Luria-Bertani complementado con 100 mg L-1 de ampicilina. La 

sobreexpresión de la proteína se indujo cuando la densidad óptica a 600 nm alcanzó un 

valor entre 0.8 y 1.0, mediante la adición de isopropil-β-tiogalactopiranósido (IPTG) a 

una concentración final de 0.4 mM. El crecimiento celular continuó 12 hrs. Las células 

se separaron por centrifugación y se resuspendieron en el amortiguador de lisis (tris    

10 mM, pH 8.0, fluoruro de p-metilsulfonilo 0.2 mM). Las células se lisaron por medio de 

ultrasonido en ciclos de 40 segundos por 90 segundos de descanso en baño de hielo. 

El lisado se centrifugó a 45000 rpm a 4ºC por una hora. El sobrenadante se precipitó 
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con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) al 64% de saturación en un baño de hielo con 

agitación suave y se dejó en reposo; las proteínas precipitadas se separaron por 

centrifugación a 12000 rpm durante 20 minutos a 4ºC. El sobrenadante se llevó a 90% 

de saturación con (NH4)2SO4. Después de separar las proteínas por centrifugación a 

12000 rpm por 20 minutos, el precipitado se resuspendió en amortiguador A 

[Trietanolamina (TEA) 10 mM, ácido etilendiaminatetracético (EDTA) 1 mM, ditiotreitol 

(DTT) 1 mM,  pH 7.6] y se dializó contra el mismo regulador. 

 

La muestra dializada y filtrada se inyectó a una columna de exclusión molecular 

(Superdex 200 16/60) previamente equilibrada con el amortiguador A y controlada por 

un equipo FPLC (Fast Protein Liquid Cromatography) de Amersham Pharmacia Biotech. 

A las fracciones resultantes se les determinó la actividad, y aquellas con mayor 

actividad específica se juntaron. Posteriormente, la muestra se aplicó a una columna de 

intercambio aniónico MonoQ 5/50, equilibrada con el mismo amortiguador A. La 

muestra se eluyó con un gradiente lineal de cloruro de sodio (NaCl) de 0 a 100 mM en 

regulador A. Las fracciones que presentaron mayor actividad específica se reunieron y 

se dializaron contra el regulador B (TEA 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, pH 8.0). 

 

La columna de intercambio iónico MonoQ nuevamente se equilibró con el mismo 

regulador B y se inyectó la solución de proteína. La TIM se eluyó con un gradiente lineal 

de NaCl de 0 – 100 mM en regulador B. A las fracciones obtenidas se les cuantificó el 

contenido de proteína por su absorbancia a 280 nm, utilizando un coeficiente de 

extinción molar calculado =280ε 2.55 x 104 M-1 cm-1 (Shirley, 1995) y se determinó su 
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actividad enzimática. Las fracciones con mayor actividad de esta última etapa se 

dializaron contra regulador C (TEA 100 mM, EDTA 10 mM, DTT 1 mM, pH 7.4). En 

todas las etapas de purificación se analizaron las fracciones obtenidas mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras. 

 

 

Determinación de los parámetros catalíticos 

 

La actividad enzimática de la TIM de levadura se determinó espectrofotométricamente, 

midiendo la velocidad de conversión del gliceraldehído-3-fosfato (G3P) en 

dihidroxiacetona fosfato (DHAP), el cual a su vez se convierte a α-glicerofosfato (α-GP) 

por acoplamiento con la enzima α-glicerofosfato-deshidrogenasa (α-GDH). Esta última 

reacción consume un mol de nicotinadenin dinucleótido reducido (NADH) por cada mol 

de DHAP que reacciona (Rozacky y col., 1971). Con un exceso de deshidrogenasa, la 

velocidad de producción de DHAP es equivalente a la velocidad de oxidación de NADH, 

lo cual se determina por la disminución de absorbancia a 340 nm                           

( 340

NADHε  = 6.22 x 103 M-1 cm-1). Lo anterior se resume en la siguiente reacción: 

 

 

 

La actividad específica de la enzima se expresó en µmoles de sustrato transformado 

por minuto por miligramo (µmol /min*mg). El volumen total de la reacción fue 1.0 mL en 

G3P DHAP + NADH + H+ α-glicerofosfato + NAD+ α-GDH TIM 
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amortiguador D (TEA 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7.4); 0.2 mM NADH; 0.019 mg          

α-GDH. Para determinar MK  y catk  ( catk = Vmax/[ET]), la concentración del G3P se varió 

en un intervalo de concentraciones de 0.05 a 4.0 mM. La reacción se inició con la 

adición de 4 ng para las mutantes C41A, C41S y C41V, y para los ensayos de las 

mutantes C126V y la doble mutante C41V/C126V se utilizaron 40 ng. Los ensayos se 

realizaron a 25°C, regulando la temperatura de la celda mediante un sistema tipo 

Peltier. Los valores de actividad específica obtenidos a diferentes concentraciones del 

G3P fueron ajustados a la ecuación de Michaelis-Menten (Ec. 1). 

 

[ ]
[ ]SK

SV
v

M +
= max

                          (1) 

 

En esta ecuación v es la velocidad inicial, Vmax la velocidad máxima, KM la constante de 

Michaelis y [S] la concentración de sustrato. 

 

 

Métodos espectroscópicos para el estudio de cambios conformacionales    

  

Existen diversas técnicas para medir los cambios estructurales de una proteína, siendo 

las más empleadas dicroísmo circular (DC) y la fluorescencia intrínseca. Estas técnicas 

pueden dar información sobre los cambios en la estructura secundaria y terciaria de la 

proteína en solución, respectivamente. 
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Los experimentos de fluorescencia se hicieron en un espectrofluorómetro PC1 de ISS 

(Champaign, IL) equipado con un sistema Peltier para el control de temperatura. Los 

espectros de fluorescencia se obtuvieron a 25ºC, usando muestras con una 

concentración de enzima de 0.050 mg mL-1, preparadas en una solución amortiguadora 

E (TEA 50 mM, EDTA 5 mM a pH 7.4). La longitud de onda de excitación para el 

estudio de fluorescencia intrínseca fue de 280 nm y la emisión fue colectada en el 

intervalo de 300 a 400 nm. Para el cálculo del centro de masa espectral se utilizó la 

ecuación: iii FFCME ΣΣ= /)( λ  donde Fi es la intensidad de fluorescencia a longitud de 

onda λi.  

 

Los espectros dicroísmo circular se obtuvieron en un espectropolarímetro JASCO J-715 

(Jasco Inc., Easton, MD) equipado con un portacelda tipo Peltier PTC-348WI para el 

control de temperatura y agitación magnética. Las soluciones de TIM se equilibraron a 

25ºC en amortiguador F (fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4). La concentración de proteína 

fue 0.10 mg mL-1, utilizando una celda de recorrido óptico de 0.100 cm. Los espectros 

de dicroísmo circular se registraron en la región del UV-lejano, en un intervalo de 

longitud de onda de 190 a 250 nm.  

 

 

Transiciones térmicas 

 

Las transiciones de desplegamiento y replegamiento térmicos fueron registradas 

siguiendo los cambios de elipticidad, a una longitud de onda fija de 220 nm, mientras 
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que la temperatura de la muestra se determinó directamente en la celda introduciendo 

en ella el termopar del equipo Peltier. El calentamiento se efectuó a 2ºC min-1. Para la 

etapa del estudio del desplegamiento y replegamiento térmico de las mutantes, se 

definieron las condiciones experimentales que consistieron en el empleo de soluciones 

de proteína con una concentración de 0.010 mg mL-1 (en amortiguador F), colocadas en 

una celda con recorrido óptico de 1.00 cm. Empleando el mismo procedimiento, se 

realizaron transiciones térmicas de desplegamiento y replegamiento utilizando 

amortiguador G (fosfato de sodio 10 mM, ditiotreitol 1.00 mM, pH 7.4) para estudiar el 

efecto del DTT en el replegamiento; en estos experimentos se incubó la muestra 30 

minutos a alta temperatura, después del desplegamiento, y posteriormente fue 

replegada. 

 

 

Estudios cinéticos del desplegamiento  

 

La cinética de desplegamiento de todas las mutantes fue estudiada siguiendo el 

protocolo reportado por Benítez-Cardoza y col (2001). El experimento se realizó en una 

celda de recorrido óptico de 1.00 cm, conteniendo el amortiguador F, previamente 

equilibrado a la temperatura de trabajo y con agitación constante; se le adicionó una 

alícuota de la mutante concentrada, monitorizando los cambios de elipticidad a 220 nm 

con respecto al tiempo. Los datos cinéticos fueron ajustados a una ecuación de 

decaimiento exponencial simple: 
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                                           ( ) ( )tkufoft −−+= expθθθθ                               (2) 

 

donde tθ  es la elipticidad medida al tiempo t, fθ  es el valor final de la elipticidad, oθ  

representa el valor correspondiente al tiempo cero y uk  es la constante de velocidad del 

desplegamiento. 

 

 

Estudios cinéticos del replegamiento 

 

El registro de las curvas cinéticas de replegamiento para todas las mutantes de ScTIM 

se llevó a cabo de acuerdo al procedimiento reportado por Benítez-Cardoza y 

colaboradores (2001). Se equilibró el regulador  a la temperatura de desplegamiento 

(temperatura seleccionada para que la proteína bajo estudio se despliegue más de un 

95% en aproximadamente 90 segundos), se adicionó la proteína y se incubó 90 

segundos. Posteriormente, la temperatura en el portaceldas tipo Peltier se ajustó 

aproximadamente 5ºC abajo de la temperatura deseada para estudiar el replegamiento; 

con esto se logra un enfriamiento muy rápido de la solución enzimática 

(aproximadamente 15ºC min-1). Cuando se alcanzó aproximadamente el valor esperado 

(0.5ºC por arriba), se ajustó la temperatura requerida para el experimento. Los datos 

cinéticos se ajustaron a una ecuación de una reacción de segundo orden: 

 

                         ( ) ( )12/ +−+= tkC rofoft θθθθ                               (3) 
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donde oC  es la concentración molar total de monómeros de TIM, rk  es la constante de 

velocidad de replegamiento; los otros parámetros ya fueron definidos anteriormente. 

Los experimentos se llevaron a cabo variando la concentración de TIM en un intervalo 

de 7.5 a 40 µg mL-1 en amortiguador F.  
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Resultados 

 

Alineamiento 

 

En la base de datos de EMBL-EBI se encontraron 4044 secuencias de TIM, a las cuales 

se les realizó un acotamiento de redundancia basándonos en el grado de homología y 

cuidando que, por lo menos, se tuviera una secuencia representativa de cada 

organismo; el intervalo de acotamiento estuvo entre el 70 y el 40%. El número de 

secuencias obtenidas mediante la herramienta bioinformática Decrease Redundancy  

(http://web.expasy.org/decrease redundancy/)  fue de 793 

 

Posteriormente se efectuó un alineamiento múltiple de las 793 secuencias de la TIM, 

utilizando la herramienta bioinformática ClustalW XXL 

(http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW-XXL.html), en donde se encontró que el 

residuo en la posición 41 de TIM de levadura no presentó alta conservación (Tabla 1). 

Con respecto al residuo 126, éste presentó el 100% de conservación (véase Apéndice 

C); además de los residuos catalíticos (Lys12, His95 y Glu165) se encontraron otros 

residuos invariantes: Thr75, Glu97 y Pro166.  
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Residuos % de presencia en la posición 41 

Cys 41 

Ala 25 

Phe  11 

Ile 6 

Pro 5 

Leu 4 

Gly 4 

Ser 3 

Met, Val, Thr menos del 1 % 

 

Tabla 1. Resultados encontrados en un alineamiento de TIM de 793 especies 

 

 

Estructura 

 

 

Utilizando el programa MOE (Molecular Operating Enviroment), se realizó una 

minimización local de energía (antes y después de la mutación) alrededor de 10 Å de 

distancia al sitio donde se realizaron las mutaciones puntuales (41 y 126) usando la 

molécula de la TIM de levadura reportada en el PDB; se empleó primeramente la 

estructura cristalográfica de la forma silvestre y, posteriormente, se hicieron las 

mutaciones en la posición 41 de Cys por Ala, Ser y Val (Figura 4). Posteriormente se 

realizó la mutación de Cys126 → Val (Figura 5). 

 

Se observa en la Figura 4A la sobreposición de la enzima silvestre con las mutaciones 

realizadas en la posición 41; éstas no se vieron afectadas en lo que respecta a su 

estructura ya que no se observan alteraciones significativas (lo cual se confirma más 
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adelante con los espectros de dicroísmo circular y fluorescencia). Las Figuras 4B, C y D 

muestran las interacciones, en dos dimensiones, después de las sustituciones de Cys 

por Ser, Val y Ala, respectivamente; las interacciones presentes en la enzima silvestre 

aparecen conservadas después de la mutación Cys41 → Ala (Figura 4D); en la 

mutación Cys41 → Val se pierde un puente de hidrógeno con la Gln64 (Figura 4C), y en 

la mutación Cys41→ Ser se pierde el puente de hidrógeno con Gln64 y se forma uno 

nuevo a partir del grupo OH de la serina (residuo introducido) con el nitrógeno de la 

cadena principal del residuo Gly62 (Figura 4B).   
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Figura 4. (A) Sobreposición en tercera dimensión de las mutaciones realizadas a la estructura 

cristalográfica de la enzima ScTIM en la posición 41. Modelo en dos dimensiones de las 

interacciones a menos de 5 Å, de las mutaciones en la posición 41: (B) serina, (C) valina, (D) 

alanina, usando MOE. (Archivo de Protein Data Bank; 1YPI (Lolis y col., 1990)). 

 

 

Se analizó también la mutación de Cys126 por Val (Figura 5). La Figura 5A muestra la 

sobreposición de Cys126 y Val126; aunque la mutación se llevó a cabo por un residuo 

de mayor volumen, se observa que no hay cambios significativos en la estructura. La 

Figura 5B muestra las interacciones en dos dimensiones después de la mutación 

Cys126 → Val, observándose las mismas interacciones antes y después de la mutación 

(véase también Figura 2); sin embargo, se pierde la interacción van der Waals con el 

Cys 

Val 

Ser 

Ala 

A 

B C D 
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glutámico catalítico. Las imágenes de las figuras 4A y 5A se realizaron con el 

visualizador VMD (Visual Molecular Dynamics). 

 

 

Val

Ser

A B

Val

Ser

Val

Ser

A B

 
Figura 5. (A) Sobreposición en tercera dimensión del residuo Cys126 de la TIM silvestre con 

mutación puntual por Val. (B) Modelo en dos dimensiones de las interacciones a menos de 5 Å, 

de la mutante Cys126 → Val, usando MOE. (PDB: 1YPI (Lolis y col., 1990)). 

 

 

Expresión y purificación de las mutantes de TIM 

 

 

Los rendimientos de la expresión de las enzimas mutantes de TIM de levadura C41A, 

C41S, C41V, C126V y la doble mutante C41V/C126V fueron aproximadamente de 18, 

8, 40, 24, y 9 mg por litro de medio de cultivo, respectivamente. La pureza de las 

muestras de proteínas se verificó utilizando gel de poliacrilamida en condiciones 

reductoras (SDS-PAGE). Todas las muestras de TIM purificadas mostraron una sola 

banda de proteína (Figura 6) 
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Figura 6. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de la ScTIM y sus variantes  

 

 

Efecto de las mutaciones en la función de TIM 

 

Las velocidades iniciales de catálisis a diferentes concentraciones de sustrato (G3P) se 

ajustaron mediante la ecuación de Michaelis-Menten (Ec. 1), obteniéndose los 

parámetros cinéticos KM y kcat, así como la eficiencia catalítica (kcat/KM) para todas las 

mutantes. No se observaron cambios significativos en los parámetros catalíticos de las 

mutantes en la posición 41 de la TIM cuando se reemplazó por Ala, Ser o Val (Tabla 2). 

En contraste, la sustitución de la Cys126 con valina disminuyó el valor de kcat más de 10 

veces; un cambio más dramático que el observado previamente con las mutantes 

C126A y C126S (González-Mondragón y col., 2004). 

 

 

 

Silvestre C41V/C126V          C126V C41V   C41S   C41A

kDa

97.4

66.2

45.5

31

21.5

14.5
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Tabla 2. Comparación de parámetros cinéticos de ScTIM y diferentes mutantes. Las 

desviaciones estándar se muestran entre paréntesis. aGonzález-Mondragón y col., 2004 

 

 
Propiedades espectroscópicas de las mutantes de la enzima TIM de levadura 
 

En la Figura 7 se muestran los espectros de dicroísmo circular de ScTIM y de todas las 

mutantes estudiadas (C41A, C41S, C41V, C126V y C41V/C126V); se puede observar 

que la estructura secundaria no se vio afectada de forma importante por ninguna de las 

mutaciones, ya que todas las variantes muestran un espectro muy similar al obtenido 

para la enzima silvestre.  

 

 

 

 

ScTIM variantes kcat x 103 (s-1) KM (mM) kcat/KM x 106 (s-1 M-1) 

aSilvestre 5.8 (0.4) 1.1 (0.3) 5.3 

aC126A 3.1 (0.2) 0.8 (0.3) 3.9 

aC126S 1.1 (0.2) 0.3 (0.1) 3.7 

C126V 0.29 (0.02) 0.3 (0.04) 0.97 

C41A 4.4 (0.3) 0.6 (0.1) 7.3 

C41S 4.1 (0.3) 0.7 (0.1) 5.8 

C41V 2.3 (0.2) 0.7 (0.1) 5.4 

C41V/C126V 0.27 (0.2) 0.3 (0.04) 0.9 
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Figura 7. Espectros de dicroísmo circular en la región de UV-lejano de la enzima ScTIM y sus 

mutantes, obtenidos a una temperatura de 25ºC, usando solución de proteína de 0.1 mg mL-1 

(en regulador de fosfatos 10 mM, pH 7.4), y una celda de 1.0 mm de recorrido óptico. 

 

 

Los espectros de intensidad de fluorescencia intrínseca de la enzima silvestre y todas 

las mutantes se midieron a 25ºC. La ausencia de diferencias significativas en estos 

espectros indica que ninguna de las mutantes estudiadas tiene cambio alguno en la 

estructura terciaria en el dímero nativo (Figura 8). El promedio del centro de masa 

espectral de todas las muestras es 332.28 ± 0.15 nm. 
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Figura 8. Espectros de intensidad de fluorescencia para las enzimas ScTIM silvestre y sus 

mutantes. Los espectros se obtuvieron a 25ºC en regulador de TEA 50 mM, EDTA 5 mM, pH 

7.4. Se usaron concentraciones de enzima de 0.050 mg mL-1, en una celda de 1.00 cm de 

recorrido óptico. 

 

 

Barrido de temperatura 

 

La Figura 9 muestra las transiciones térmicas de desplegamiento (líneas continuas) y 

de replegamiento (líneas punteadas) registradas para las variantes de la TIM y la 

enzima silvestre, a una velocidad de barrido de 2ºC min-1. Como ya se ha demostrado 

(Benítez-Cardoza y col., 2001; Hernández-Arana, 2008), la histéresis que aparece 

durante los ciclos de calentamiento–enfriamiento se debe a un desplegamiento y 

replegamiento lento de la proteína dimérica dentro de una región de temperatura en 

particular. Así, el segmento del desplegamiento de estos ciclos está controlado por la 

velocidad de barrido y la dependencia de la constante de velocidad de desplegamiento 
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con la temperatura, mientras que en el segmento del replegamiento refleja la variación 

de la velocidad de replegamiento con la temperatura. Ya que la temperatura a la mitad 

de cada curva de transición (Tm) depende de la velocidad de barrido, se esperaría que 

ambas curvas, desplegamiento y replegamiento, de la misma proteína se unieran en 

una sola curva de equilibrio a bajas velocidades de calentamiento y enfriamiento. Sin 

embargo, cuando se usan velocidades de barrido por debajo de 2ºC min-1, en el 

proceso de desplegamiento de la TIM, se incrementa su irreversibilidad, por lo que no 

es posible registrar una curva experimental en equilibrio. A pesar de ello, los valores de 

Tm pueden tomarse como indicadores de la estabilidad cinética relativa de la proteína. 

La TIM silvestre de levadura, que muestra un valor grande de Tm  en la zona de 

desplegamiento y replegamiento (Figura 9), puede considerarse como la variante con 

menor velocidad de desplegamiento y una mayor velocidad de replegamiento, dentro de 

un rango de temperatura cubierto por los ciclos de histéresis. Asimismo, a juzgar por las 

curvas de la Figura 9, la doble mutante (C41V/C126V) es cinéticamente más inestable 

que las otras proteínas probadas (es decir, con una constante de desplegamiento 

grande), mientras que la mutante C41S muestra el replegamiento más lento de todas 

las variantes de la TIM de levadura estudiada. Cabe mencionar que la recuperación de 

actividad fue más de 95% en la TIM silvestre y aproximadamente un 90% para todas 

mutantes, excepto para la mutante C41S que recuperó menos del 80% de actividad.  
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Figura 9. Perfil de transiciones térmicas de desplegamiento y replegamiento de la ScTIM y sus 

mutantes. Curvas individuales de desplegamiento (líneas sólidas) y Las líneas punteadas son 

las curvas de replegamiento. Las transiciones fueron monitorizadas a 220 nm, con una 

velocidad de barrido de calentamiento y enfriamiento de 2ºC min-1. Se utilizó una celda de 1.00 

cm con agitación continua y concentración de proteína de 10 µg mL-1 en amortiguador de 

fosfato de sodio 10 mM a pH 7.4. 

 

 

Efecto de DTT en el replegamiento 

 

Se obtuvieron las transiciones térmicas de desplegamiento-replegamiento de la ScTIM y 

sus mutantes; en la Figura 10 sólo se muestran las transiciones de la mutante C126V 

en amortiguador de fosfatos (fosfato de sodio 10 mM, pH 7.4), tanto en ausencia como 

en presencia de DTT 1 mM; se omiten todas las transiciones de desplegamiento, salvo 

la obtenida con el amortiguador de fosfatos sin DTT, ya que el agente reductor no 
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ocasionó ningún efecto en ellas. En la Figura 10 se indican las transiciones de 

replegamiento con y sin DTT, pero dos de ellas se registraron inmediatamente después 

de que terminó el desplegamiento; las otras dos curvas se registraron después de 30 

minutos de incubación a temperatura alta. Se puede observar que el agente reductor 

(DTT) ayuda a un replegamiento mayor. Cabe señalar que cuando la enzima ya tiene 

mucho tiempo almacenada, solamente se repliega menos del 70% de dicha enzima, 

aunque su actividad a 25ºC permanece constante. 
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Figura 10. Curvas de transiciones térmicas de la mutante C126V. Se obtuvieron a una 

velocidad de calentamiento y enfriamiento de 2ºC min-1; se usó amortiguador de fosfatos sin (F) 

y con DTT (G), celda de recorrido óptico de 1.00 cm y concentración de proteína de            

0.010 mg mL-1; se registró la elipticidad a 220 nm. Los barridos de replegamiento (rojo y verde 

en amortiguador F y G respectivamente) se incubaron a 30 min a temperatura alta. Los otros 

dos barridos, azul (F) y magenta (G), se registraron inmediatamente después del 

desplegamiento (barrido negro). 
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A pesar que las transiciones térmicas corresponden a un proceso reversible, están lejos 

de representar condiciones de equilibrio; por lo tanto, es necesario determinar las 

constantes de velocidad y su dependencia con la temperatura para cuantificar la 

estabilidad relativa. 

 

 

Cinética de desplegamiento  

 

En reportes anteriores (González-Mondragón y col., 2004; Benítez-Cardoza y col., 

2001; Reyes-López y col., 2008) se demostró que la pérdida de estructura secundaria 

de la TIM silvestre y sus mutantes obedece a una cinética simple de primer orden. Por 

otra parte, la reacción de desplegamiento procede hasta completarse, 

independientemente de la temperatura a la cual se estudió. Este comportamiento se 

observó para todas las mutantes en este trabajo. Por ejemplo, la Figura 11 muestra el 

cambio de elipticidad en función del tiempo para la mutante C126V a tres diferentes 

temperaturas. Como se discutió anteriormente (González-Mondragón y col., 2004; 

Benítez- Cardoza y col., 2001), el hecho de que todas las curvas cinéticas procedan 

hasta un valor similar final de [θ], indica no solamente la ausencia de equilibrio entre las 

moléculas plegadas y desplegadas sino, también la presencia de otras reacciones que 

conducen a la formación de especies desnaturalizadas irreversiblemente (agregados). A 

pesar de que es indetectable por DC UV-lejano, la formación de proteína 

desnaturalizada irreversiblemente puede seguirse mediante la incubación de la muestra 

a alta temperatura, después de que los cambios de elipticidad han cesado, y antes de 
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inducir el replegamiento de la proteína a bajas temperaturas. Por ejemplo el 

desplegamiento de la mutante C126V a 58ºC es prácticamente completo a los cinco 

minutos (véase Figura 11) y aproximadamente, el 85% de la proteína se puede replegar 

(monitorizada por DC o por actividad enzimática) si la solución se enfría rápidamente 

(≈15ºC min-1) a 25ºC. Sin embargo, la cantidad de enzima replegada decrece a 

aproximadamente 65% después de 30 min de incubación a 58ºC (véase Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Cinéticas de desplegamiento térmico de la mutante C126V de la TIM de levadura a 

diferentes temperaturas siguiendo el cambio de elipticidad a 220 nm. Los trazos 1, 2, y 3 

corresponden a 58.1, 54.2 y 52.3ºC, respectivamente. Las líneas continuas son el ajuste de 

datos experimentales a curvas de decaimiento exponencial simple (Ec. 2). La concentración de 

la proteína fue 0.01 mg mL-1 en fosfato de sodio, pH 7.4 
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La dependencia con la temperatura de la constante de velocidad de desplegamiento 

(ku) para cada una de las variantes de la TIM se ilustra en la Figura 12. Todos estos 

gráficos se ajustan a la ecuación de Eyring (Ec. 4) 

 

( ) )/1)(/(/ln/ln TRHRSETk
NETNET

u

−− ∆−∆+=           (4) 

 

En este caso, la entalpía y la entropía de activación se consideran independientes de la 

temperatura; E representa un factor preexponencial ( hkE B /= , donde kB  y h 

corresponden a las constantes de Boltzman y Planck, respectivamente). El ajuste 

mediante regresión lineal de la Ecuación 4 para los datos de ku proporcionó los valores 

de ∆HET-N y ∆SET-N enlistados en la Tabla 3. Como se muestra en la Figura 12, en 

términos de desplegamiento del estado nativo, la TIM silvestre es la proteína más 

estable  y la doble mutante (C41V/C126V) muestra la menor estabilidad cinética. En 

general, nuestros resultados del estudio de la cinética de desplegamiento como una 

función de la temperatura concuerdan con las tendencias observadas para el valor de 

Tm  de los barridos de calentamiento mostrados en la Figura 9.  
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Figura 12. Gráfico de Eyring para la constante de desplegamiento (ku) de la enzima silvestre y 

sus mutantes. Los valores de ku fueron determinados a pH 7.4 en fosfato de sodio 10 mM, por 

experimentos cinéticos en DC UV-lejano. Las líneas representan el ajuste de la Ecuación 4 a los 

datos experimentales. Los datos corresponden tanto a la enzima silvestre como a las variantes: 

silvestre (▲), C41A (∆), C41S (◌), C41V (□), C126V (●), y C41V/C126V (■). 

 

 

Cinética de replegamiento 

 

La recuperación de estructura secundaria a temperatura constante se monitorizó 

usando una muestra de proteína previamente desplegada a altas temperaturas a la que 

se le permitió re-equilibrarse a una temperatura inferior de replegamiento, de acuerdo a 

los procedimientos descritos en Materiales y Métodos. La Figura 13 muestra el curso de 

[θ]220 en el tiempo para el replegamiento de la enzima C126V a 43ºC y diferentes 

concentraciones de muestra. Los datos indican que los tiempos de replegamiento 
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decrecen cuando la concentración de la proteína aumenta. Además, el gráfico en el 

recuadro de la Figura 13 muestra que la dependencia del tiempo de vida media del 

replegamiento con la concentración de TIM, C0, es consistente con lo esperado para 

una reacción de segundo orden [es decir, t1/2 = 1/(2krC0)] cuando C0 es inferior a       

0.75 µM (20 µg mL-1).  

 

Es importante señalar que los valores iniciales de la cinética de segundo orden 

mostrados en la Figura 13 no corresponden a los valores de [θ]220 esperados para la 

proteína completamente desplegada a la misma temperatura. En concreto, hay una fase 

cinética rápida que se pierde dentro del tiempo muerto de los experimentos; dicha fase 

representa la recuperación de aproximadamente el 15% de elipticidad. Reyes-López y 

col. recuperaban un porcentaje igual de actividad enzimática dentro del tiempo muerto 

experimental, indicando que la fase rápida probablemente se deba a caminos paralelos 

de plegamiento. Nosotros observamos un comportamiento similar para todas las 

mutantes estudiadas en este trabajo; en todos los casos, la mayor proporción de 

proteína (80 – 90%) se replegó a través de una fase lenta que obedece una cinética de 

segundo orden. 
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Figura 13. Efecto de la concentración de la proteína en la constante de replegamiento de la 

mutante C126V. Los trazos corresponden a 10 (curva 1) y 30 (curva 2) µg mL-1, ambos a 43ºC. 

El replegamiento se monitorizó mediante el cambio de elipticidad a 220 nm en una celda de   

1.0 cm. Las líneas continuas son el ajuste de una ecuación de velocidad de segundo orden a 

los datos experimentales. El recuadro muestra la dependencia del tiempo de vida media del 

replegamiento de C126V, t1/2, con el recíproco de la concentración de proteína, c; la línea 

punteada es la tendencia esperada para una reacción de segundo orden. 

 

 

La variación de las constantes de velocidad de replegamiento con respecto a la 

temperatura para cada una de las variantes de TIM se muestra en la Figura 14. Esta 

figura ilustra claramente la curvatura típica de la constante de replegamiento, o de 

eventos acoplados de asociación–replegamiento, observada en un gran número de 

proteínas (véase Benítez-Cardoza y col., 2001 y referencias ahí citadas). Los datos 

fueron analizados usando una forma de la ecuación de Eyring que considera una 

capacidad calorífica de activación, ∆CpET-2U, diferente de cero: 
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               )/1ln()/()/1()/ln(
2

TRCpTBATk
UET

r

−∆−−=    (5) 

 

Los coeficientes A y B se expresan como combinaciones de los parámetros de 

activación, en este caso representados como: 

 

RTCpSEA R

UETUET /)ln(ln 22 −− ∆−∆+=  

RTCpHB R

UETUET

TR
/)( 22 −− ∆−∆=  

 

Por medio de estas relaciones, las funciones ∆HET-2U y ∆SET-2U se pueden evaluar a 

cualquier temperatura en particular, TR, a partir de los coeficientes A, B y  ∆CpET-2U que 

se determinaron utilizando regresión de mínimos cuadrados de la Ecuación 5 con los 

datos experimentales. La Tabla 3 muestra los valores calculados de los parámetros de 

activación a 37ºC.  
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Figura 14. Gráfico de Eyring para la constante de velocidad de replegamiento (kr) de las 

mutantes de TIM. Las constantes cinéticas de replegamiento se determinaron a pH 7.4 y a una 

concentración de proteína de 0.010 mg mL-1. Las líneas corresponden a la curva ajustada a la 

Ecuación 5. TIM silvestre (▲), C41A (∆), C41S (○), C41V (□), C126V (●), y C41V/C126V (■). 

 

 

Estimación de la estabilidad global de la TIM 

 

A pesar de que las curvas térmicas de desplegamiento−replegamiento en equilibrio no 

se pueden obtener para la proteína TIM de levadura, los valores de ku y kr se pueden 

utilizar para calcular la estabilidad termodinámica de la molécula dimérica si se supone 

un modelo de dos estados, sin intermediarios estables, que opera bajo las condiciones 

experimentales impuestas.  
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En este modelo, la constante de equilibrio para el desplegamiento y el correspondiente 

cambio de energía libre estándar están dados por: 

 

r

u
u

k

k
K =        y       u

NU
KRTG ln2 −=∆ −

 

La evidencia a favor de este modelo de dos estados es: (1) la comparación de los datos 

experimentales cinéticos y calorimétricos para la enzima tipo silvestre (Benítez-Cardoza 

y col., 2001); (2) el efecto de un ligando específico en las cinéticas de desplegamiento y 

replegamiento de la TIM de levadura indica que el estado de transición es dimérico 

(González-Mondragón y col., 2007); y (3) la detección de ciclos de histéresis térmicos 

se pueden reproducir por la dependencia de la temperatura de ku y kr (Hernández-

Arana, 2008). Hemos aplicado el mismo modelo de dos estados para calcular ∆G2U-N 

(Tabla 3) en todos los casos, ya que las mutantes de la TIM de levadura se comportan 

en forma similar a la enzima silvestre en nuestros estudios cinéticos. 

N 2U 
ku 

kr 



 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Parámetros de activación de desplegamiento y replegamiento de la enzima TIM de mol de dímero. ∆HET-N  y ∆SET-N para el 

desplegamiento son independientes de la temperatura (∆CpET-N = 0). Todos los otros valores referidos son a 37 ºC. ∆H y ∆G de 

activación están en kJ mol-1; ∆S de activación y ∆CpET-2U en kJ mol-1 K-1. ∆G fue calculado a partir de la ecuación de Eyring              

∆G‡ = RTTkhk Bi )/ln(− , donde ki es ku o kr, h es la constante de Planck y kB es la constante de Boltzmann. Las desviaciones estándar 

se encuentran entre paréntesis. 

 

Desplegamiento Replegamiento 

 ∆HET-N ∆SET-N ∆GET-N ∆HET-2U ∆SET-2U ∆GET-2U ∆CpET-2U 

silvestre 495 (11) 1.19 (0.04) 126 (1.5) -230 (35) -0.87 (0.11) 41 (2.0) -32 

C41A 464  (9) 1.11 (0.03) 121 (2.4) -177 (21) -0.73 (0.07) 49 (1.1) -34 

C41S 462  (7) 1.11 (0.02) 117 (2.3) -279 (17) -1.08 (0.05) 55 (1.0) -25 

C41V 436  (6) 1.04 (0.02) 115 (2.6) -159 (18) -0.67 (0.06) 48 (1.3) -36 

C126A 439  (8) 1.03 (0.03) 120 (2.4) -229 (14) -0.90 (0.05) 50 (1.3) -31 

C126S 300 (10) 0.64 (0.03) 102 (2.0) -251 (17) -0.98 (0.05) 54 (0.9) -25 

C126V 444  (8) 1.06 (0.03) 115 (2.3) -236 (17) -0.92 (0.06) 48 (1.2) -35 

C41V/C126V 390  (5) 0.91 (0.03) 107 (2.0) -257 (16) -1.00 (0.05) 52 (0.8) -34 



Capítulo 3                                                                                                                                      Resultados 

 46

Observando los valores de ∆G de activación en la Tabla 3, se puede notar que las 

mutaciones C41V y C126V tienen, en buena medida, un carácter aditivo que se 

manifiesta tanto en el desplegamiento como en el replegamiento de la doble mutante 

C41V/C126V. Esto sugiere que en el estado de transición principal la zona de alteración 

estructural abarca, por lo menos, desde la hebra β2, donde se localiza el residuo 41, 

hasta la β5, en la cual se encuentra el residuo 126. 
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Discusión 

 

El papel de la Cys126 en la actividad enzimática 

 

Como se ha mencionado anteriormente (González-Mondragón y col., 2004) el residuo 

C126 conservado no es esencial para la actividad catalítica de la TIM. De hecho, la 

sustitución de este residuo por Ala o Ser no causa cambios significativos en el valor de 

kcat/KM, el parámetro relevante para medir la actividad de la TIM en concentraciones de 

sustrato encontradas in vivo (González-Mondragón y col., 2004; Albe y col., 1990). Sin 

embargo, en el presente trabajo encontramos que la mutación C126V ocasionó que 

decreciera cinco veces el valor de kcat/KM, como resultado de la disminución de 15 

veces en kcat (Tabla 2). Al parecer la introducción de una cadena lateral más grande e 

hidrofóbica en la posición 126 perturba considerablemente el ambiente cercano al 

Glu165 catalítico. Esta perturbación puede ser el resultado de un efecto estérico o de 

cambios de polaridad del sitio catalítico. Entonces, parece ser que hay algunas 

restricciones en cuanto al tamaño e hidrofobicidad de la cadena lateral que ocupa la 

posición 126 para mantener una eficiencia catalítica apropiada, pero la presencia de un 

grupo sulfhidrilo no es requerida en este sitio. 

 

La mutación de la otra cisteína (Cys41) de la TIM de levadura por Ala, Ser o Val no tuvo 

efectos significativos en la actividad enzimática (Tabla 2), probablemente porque el 

residuo 41 está localizado a más de 7 Å de cualquiera de los residuos del sitio catalítico.  
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Efectos de la mutación de las cisteínas en la estabilidad de ScTIM 

 

Una inspección de los valores de ∆∆G ( NU

silvestre

NU

mut GG
−− ∆−∆ 22 ) presentados en la Tabla 4 

indica claramente que la mutación C126S tuvo como resultado una desestabilización 

sustancial en el dímero de la TIM. El nivel de esta desestabilización es solamente 

comparable al inducido por la doble mutante C41V/C126V. En efecto, el decrecimiento 

en la energía libre de desplegamiento encontrado para la variante C126S 

(aproximadamente de -18 kJ mol-1 de monómero de TIM) es por lo menos 60% mayor 

que el valor correspondiente para cualquiera de las mutantes puntuales en las 

posiciones 41 y 126. Es interesante notar que los valores de ∆∆G presentados en la 

Tabla 4 indican que para las cisteínas ocultas de la TIM de levadura, las mutaciones 

Cys → Ala y Cys → Val son más conservativas que el reemplazo Cys → Ser, en 

concordancia con consideraciones de hidrofobicidad relativa y con las frecuencias de 

sustituciones de cisteínas ocultas (Overington y col., 1992). 

 

Sin embargo, en general nuestros resultados no concuerdan con aquellos reportados 

por Silverman y Harbury (2002), quienes usaron un método de intercambio           

protón-alquilo con residuos incorporados como sondas para estudiar la termodinámica 

del plegamiento de la TIM de levadura. Por ejemplo, ellos reportaron que las 

sustituciones de Ala, Val o Ser en la posición 126 resultaron todas en un nivel similar de 

desestabilización, reflejado en el valor de ∆∆G de -33.6 kJ (-5.4 kcal) por mol de 

monómero de la mutante C126A. Por otra parte, ellos reportaron un ∆∆G de solamente  
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-1.3 kJ mol-1 (-0.3 kcal) para la mutación C41V, un efecto mucho menor al que nosotros 

medimos (-9 kJ mol-1 de monómero). 

 

La falta de consistencia entre nuestros resultados y los de Silverman y Harbury puede 

ser debido, en parte, a las diferencias de inducción de desplegamiento y las diferencias 

en temperatura. Específicamente, el ∆∆G presentado en la Tabla 4 corresponde a 37ºC, 

mientras los reportados por Silverman y Harbury se derivan a partir de experimentos 

hechos (presumiblemente) a temperatura ambiente usando cloruro de guanidinio como 

agente desnaturalizante. 

 

Los datos relativos a la desestabilización de la subunidad α de la triptófano sintasa de 

E. coli, en respuesta a la mutación de cisteína (Hiraga y Yutani, 1996), podrían ser 

informativos comparándolos con nuestros resultados. La triptófano sintasa es una 

proteína monomérica con estructura tipo β/α que tiene tres residuos de cisteína libres 

ocultas  (Cys81, 118 y 154) localizados en las hélices 2 y 3, y en la quinta hebra β, 

respectivamente. Ninguno de estos residuos de Cys está conservado dentro de los 

miembros de la familia de esta enzima. Hiraga y Yutani (1996) estudiaron el 

desplegamiento térmico de varias mutantes puntuales en las posiciones ocupada por 

los residuos de cisteína de esta proteína, utilizando calorimetría diferencial de barrido.  
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Figura 15. Efecto de la sustitución de Cys en la estabilidad de dos proteínas con estructura tipo 

barril β/α. Residuos de Cys libre presentes en la secuencia de TIM de levadura (barras 

transversales) y en la subunidad α de la triptófano sintasa de E. coli (barras cuadriculadas) 

fueron reemplazados por Ala, Val y Ser. Los datos se expresan como la diferencia de energía 

libre de desplegamiento ( NU

silvestre

NU

mut GGG
−− ∆−∆=∆∆ 22 ) y se calcularon a 37ºC. La barra de error 

es el promedio de error de los valores de ∆∆G enunciados en la Tabla 4. Los datos de la 

subunidad α de la triptófano sintasa de E. coli se calcularon a partir de los reportados por 

Hiraga y Yutani (1996). 

 

Aunque los autores reportan valores a 50ºC, ellos proporcionan suficiente información 

para calcular ∆∆G a 37ºC. Los datos para la subunidad α de la triptófano sintasa, junto 

con los datos de la TIM, tomada como monómero, son ilustrados en la Figura 15. 

Además de mostrar que las mutaciones de Cys → Ala y Cys → Val son generalmente 

más conservativas (menos desestabilizantes) que las mutaciones Cys → Ser, la    
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Figura 15 sugiere que hay un umbral de ∆∆G de ≈ 12 kJ mol-1 que separa los residuos 

conservados y los no conservados. Este valor definiría, entonces, la llamada amplitud 

del corredor neutral en la Teoría Neutral de la Evolución Molecular. 

 
De acuerdo a lo anterior, podría pensarse que la Cys126 ha permanecido como residuo 

invariante en todas las secuencias de TIM conocidas porque una sustitución neutral de 

Ala o Val en el residuo 126 requeriría una mutación (muy poco probable) de dos bases 

en el codón de la Cys (véase Gloss y col., 1996 para una discusión sobre los codones 

de Cys). En esta posición, el cambio de Cys → Ser (el cual se podría conseguir a través 

de una mutación no sinónima de una sola base; UGU → AGU (Figura 16)) sería 

extremadamente desestabilizante para la enzima nativa. En contraste, la mutación    

Cys → Ser en el residuo 41 sería neutral (según el valor de ∆∆G), lo que habría 

conducido a una variabilidad evolutiva en secuencias de TIM en esta posición si la 

cisteína fuese el residuo “original” 
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Segunda base 
U C A G 

 
 
 
P 
r 
i 
m 
e 
r 
a 
     
b 
a 
s 
e 
 

 
 
U 

Phe  UUU      
Phe  UUC 
Leu  UUA 
Leu  UUG 

Ser  UCU      
Ser  UCC 
Ser  UCA 
Ser  UCG 

Tyr  UAU      
Tyr  UAC 
Stop UAA 
Stop UAG 

Cys  UGU      
Cys  UGC 
Stop UGA 
Trp  UGG 

U 
C 
A 
G 

 
 
T 
e 
r 
c 
e 
r 
a 
 
 
b 
a 
s 
e 
 

 
C 

Leu  CUU 
Leu  CUC 
Leu  CUA 
Leu  CUG 

Pro  CCU 
Pro  CCC 
Pro  CCA 
Pro  CCG 

His  CAU 
His  CAC 
Gln  CAA 
Gln  CAG 

Arg  CGU 
Arg  CGC 
Arg  CGA 
Arg  CGG 

U 
C 
A 
G 

 
A 

Ile  AUU 
Ile  AUC 
Ile  AUA 
Met AUG 

Thr  ACU 
Thr  ACC 
Thr  ACA 
Thr  ACG 

Asn  AAU 
Asn  AAC 
Lys  AAA 
Lys  AAG 

Ser  AGU 
Ser  AGC 
Arg  AGA 
Arg  AGG 

U 
C 
A 
G 

 
G 

Val  GUU 
Val  GUC 
Val  GUA 
Val  GUG 

Ala  GCU 
Ala  GCC 
Ala  GCA 
Ala  GCG 

Asp  GAU 
Asp  GAC 
Glu  GAA 
Glu  GAG 

Gly  GGU 
Gly  GGC 
Gly  GGA 
Gly  GGG 

U 
C 
A 
G 

 
Figura 16. El Código genético está formado por 64 codones y cada uno especifica un 

aminoácido.  

 

 

Con respecto al nivel máximo de desestabilización permitido en una mutación neutral, 

es conveniente recordar que estudios recientes de mutagénesis muestran que hay 

buena correlación entre el ∆∆G originado por sustitución de un solo aminoácido y la 

frecuencia de incidencia del residuo reemplazado en el alineamiento de secuencias. Por 

ejemplo, Sánchez y col. (2006) clasificaron un gran número de mutantes puntuales 

como “permitidas” o “prohibidas”, encontrando que una mutación “prohibida” es más 

desestabilizante (un promedio de ∆∆G de -8 ± 8 kJ mol-1) que las mutaciones 

“permitidas” (promedio de ∆∆G ≈ -4 ± 5 kJ mol-1). Resultados similares se han 

encontrado por Di Nardo y col., 2003 en sus estudios del dominio SH3 de la tirosina 

cinasa. Específicamente, estos autores determinaron que secuencias con residuos de 

aminoácidos que aparecen con una frecuencia de menos del 1% (en un alineamiento de 
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266 dominios SH3) en una posición en particular muestran un ∆∆G de -11 ± 6 kJ mol-1, 

mientras secuencias con residuos presentes con más del 1% de frecuencia muestran 

un ∆∆G promedio de solamente -6 ± 4 kJ mol-1 (valores promedio calculados de ∆∆G en 

la Tabla 2 en la referencia de Di Nardo y col., 2003). Por otra parte, a través del análisis 

de la estabilidad observada en mutantes sencillas de la tioredoxina de E. coli, Godoy-

Ruiz y col., 2006 propusieron que un valor de ∆∆G de -2 a -10 kJ mol-1 es el nivel 

máximo de desestabilización evolutiva permitida para las mutaciones en esta proteína. 

En otro tipo de estudio, Tokuriki y Tawfik (2009) realizaron recientemente una deriva 

mutacional aleatoria de varias enzimas sobreexpresadas en E. coli. Según sus 

resultados, las mutaciones encontradas en genes de una deriva neutral tendrían un 

valor de ∆∆G (calculado por FoldX, Schymkowitz y col., 2005) no mayor de                     

-4 a -5 kcal mol-1 (-17 a -21 kJ mol-1). Así, de acuerdo a los datos publicados hasta la 

fecha, el valor de que limita el corredor neutral podría ser tan pequeño como -2 kJ mol-1 

o tan grande como -20 kJ mol-1. Nuestro valor sugerido de -12 kJ mol-1 está incluido 

dentro de este amplio rango, sugiriendo que dicha magnitud parece ser razonable. 

 

 

Estabilidad cinética como el principal determinante para la aptitud de una 

proteína  

 

Tomando en cuenta la gran variación de los valores reportados para la 

desestabilización máxima permitida en mutaciones neutrales, es importante preguntarse 

qué efecto tendría una mutación en particular sobre el nivel de concentración de una 
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enzima nativa en condiciones fisiológicas. Una consecuencia inmediata del 

decrecimiento del valor del ∆G2U-N es una mayor fracción de moléculas de proteína 

desplegada, fu, en equilibrio. Sin embargo, los valores relativos de fu para diferentes 

variantes de la TIM no dependen solamente del ∆∆G, sino también del valor absoluto de 

∆G2U-N, y de la concentración de la proteína total. Usando la relación                             

Ku = ku / kr = exp(-∆G(2U-N)/RT), y Ku = 2Ct[fu
2/(1-fu)] (véase apéndice A), calculamos el 

valor de fu para la enzima silvestre y sus mutantes de la TIM de levadura en condiciones 

fisiológicas (es decir, 37ºC y pH 7.4). La concentración de la proteína total (expresada 

en términos de monómero), Ct, se tomó de 37.6 µM (1.0 mg mL-1), que es un valor 

representativo de concentración de la TIM de levadura in vivo (Albe y col., 1990; 

Ghaemmaghami y col., 2003). Nuestros resultados (ver Tabla 4) muestran que todas las 

variantes diferentes de TIM estarían plegadas en más del 99% en equilibrio; sin 

embargo, la fracción de proteína desplegada sería al menos 20 veces más grande para 

la mutante C126S que para cualquier otra variante de la ScTIM. 
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Tabla 4. Constantes de velocidad de desplegamiento (ku) y replegamiento (kr) y energías libres 

de desplegamiento para la ScTIM silvestre y sus mutantes, bajo condiciones fisiológicas 

(determinadas a 37ºC, en amortiguador de fosfatos 10 mM a pH = 7.4). G∆∆  está definido 

como NU

silvestre

NU

mut GG
−− ∆−∆ 22 . Los valores de NU

G
−∆ 2  y G∆∆ están determinados en kilojoules por 

mol de dímero. eqNf ,  y eqUf ,  indican la fracción de la proteína nativa y desplegada, 

respectivamente, en equilibrio. 

 

 

El valor relativamente alto de fu para la variante C126S puede ser perjudicial para la 

célula si la agregación irreversible del monómero desplegado (o mal plegado) en el 

citoplasma saturado resulta en una reducción de enzima nativa (van den Berg y col., 

1999). Para probar esta idea, establecimos un modelo de una cinética simple que da 

cuenta de la irreversibilidad:      

Síntesis N 2U 2I
ki

ku

kr

(6)Síntesis N 2U 2I
ki

ku

kr

(6)

 

 ku (s
-1) kr (s

-1 M-1) ∆G2U-N −∆∆G fN,eq fU,eq 

Silvestre 4.0 x 10-9 8.8 x 105 85 (3.2) ---- 0.999 7.8 x10-6 

C41A 2.7 x 10-8 3.1 x 104 72 (2.6) 13 0.999 1.1 x 10-4 

C41V 2.2 x 10-7 5.5 x 104 67 (2.9) 18 0.999 2.4 x 10-4 

C41S 5.9 x 10-8 2.2 x 103 62 (2.5) 23 0.999 6.3 x 10-4 

C126A 4.4 x 10-8 3.0 x 104 70 (2.7) 15 0.999 1.4 x 10-4 

C126V 3.6 x 10-7 6.5 x 104 67 (2.6) 18 0.999 2.7 x 10-4 

C126S 4.5 x 10-5 6.0 x 103 48 (2.2) 37 0.990 1.0 x10-2 
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donde, como en algunos modelos usados para la agregación de proteínas (Morris y col., 

2008; Andrews & Roberts, 2007), el primer paso irreversible se representa como una 

reacción de primer orden. Por otra parte, nuestro modelo asume que la enzima entra en 

el citoplasma una vez que ha sido correctamente plegada. Es decir, el modelo mostrado 

en la Ecuación 6 supone que, el desplegamiento de TIM y las reacciones irreversibles 

posteriores en el citoplasma, juegan un papel crucial en la determinación de 

adaptabilidad diferencial del organismo cuyo genoma lleva una mutación en particular. 

La razón de este postulado es que la variante C126S de la TIM se distingue claramente 

de las otras por sus valores de ku ( NET

uG
−∆∆− ), en lugar de sus valores de                     

kr  ( UET

rG 2−∆∆ (véase Figura 17)).  

 

 

Figura 17. Representación grafica de los valores de NET

uG
−∆∆−  ( NET

silvestre

NET

mutu GGG
−− ∆−∆=∆∆ ) y 

UET

rG 2−∆∆ ( UET

silvestre

UET

mutr GGG
22 −− ∆−∆=∆∆ ) para las mutantes de TIM. 

 

 

Además, para tener en cuenta el crecimiento y la duplicación de la célula de levadura, 

se supone que la TIM se sintetiza continuamente y el volumen de la célula se 
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incrementa linealmente con el tiempo, t. Como se muestra en el Apéndice B, las 

ecuaciones de velocidad para la concentración de enzima nativa (CN), desplegada (CU) 

e irreversiblemente desnaturalizada (CI) son: 

 

NuUr

d

t

d

NN CkCk
tt

C

tt

C

dt

dC
−+

+
+

+
−=

2

)(
              (7) 

UiUrNu

d

UU CkCkCk
tt

C

dt

dC
−−+

+
−= 2)(22        (8) 

Ui

d

II Ck
tt

C

dt

dC
+

+
−=                                         (9) 

 

donde Ct es el valor promedio intracelular de CN (es decir, 18.8 µM, véase página 56) y 

td es el tiempo de duplicación celular. Bajo un régimen de crecimiento oxidativo, el valor 

común para la tasa de crecimiento específico de S. cerevisiae es de 0.2 h-1 (van Hoek y 

col., 1998; Bellgardt, 1994), dando un valor de td de ≈ 208 min. Con respecto a ki, 

solamente podemos aproximar un valor razonable para esta constante cinética; fijamos 

a ki en 1 X 10-3 s-1, cerca del valor medio para un gran número de reacciones de 

agregación, según la recopilación hecha por Du Bay y col. (2004). Las ecuaciones 7, 8 y 

9 fueron resueltas numéricamente usando valores de ku y kr para la proteína silvestre y 

las mutantes C41S y C126S.  

 

Como se muestra en la Figura 18, los resultados para la proteína silvestre y la mutante 

C41S muestran que la concentración de la enzima nativa permanece cerca del nivel 

medio, lo que indica que después de tres divisiones celulares, las células hijas 
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contienen esencialmente la misma cantidad de TIM que la célula madre. En contraste, 

el nivel de la TIM nativa disminuirá rápidamente en la descendencia de una célula que 

expresa la variante C126S, afectando así la adaptabilidad y supervivencia de estas 

mutantes bajo presión selectiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Simulación de la evolución de la concentración de la TIM nativa in vivo, asumiendo 

que una reacción irreversible se lleva a cabo después de haberse desplegado (véase el modelo 

cinético que se ilustra en la Ecuación 6). Los trazos representan el valor de CN  para la enzima 

silvestre (línea de puntos), la mutante C41S (línea continua en color rojo) y la mutante C126S 

(línea azul de puntos y guiones). La variación de CN con el tiempo, t, se calculó mediante la 

solución numérica del sistema de ecuaciones diferenciales acopladas (7), (8) y (9), usando el 

algoritmo de Runge–Kutta implementado en el paquete de software Sigma Plot. La coordenada 

del tiempo es el cociente de t sobre el tiempo de duplicación, td, de una célula de levadura. Los 

valores de las constantes cinéticas calculadas a 37ºC son: TIM silvestre, ku = 4.0 x 10-9 y          

kr = 8.8 x 10-1; C41S, ku = 5.9 x 10-8 y kr = 2.2 x 10-3; y C126S, ku = 4.5 x 10-5 y  kr = 6.0 x 10-3. 

Las unidades de ku y kr están expresadas s-1 y s-1 µM-1, respectivamente. 
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Conclusiones y Perspectivas  

 

El residuo invariante de Cys presente en las enzimas de TIM (Cys126, numeración de 

acuerdo a la secuencia de ScTIM) puede ser sustituido por Ser o Ala sin afectar 

significativamente la eficiencia catalítica de la enzima. Sin embargo, la mutación C126S 

provoca gran desestabilización (en términos de energía libre de desplegamiento) del 

dímero nativo. De hecho el ∆∆G para esta mutación casi duplica el valor 

correspondiente a las otras mutaciones realizadas en Cys126 por Val y Ala o en la otra 

cisteína (Cys 41) no conservada. Es interesante notar que ninguna de las sustituciones 

estudiadas (ni en Cys41 ni en Cys126), provocaron cambios importantes en la 

conformación secundaria ni terciaria, a juzgar por los espectros de DC y fluorescencia 

(Figuras 7 y 8). De hecho, las estructuras generadas computacionalmente sugieren que 

sólo ocurren cambios locales de menor importancia en cualquiera de las mutaciones 

generadas en la posición 41 y 126.  

 

A pesar de esta gran desestabilización, la mutante C126S está plegada en 99% en 

condiciones fisiológicas (37ºC, pH 7.4, y una concentración total de enzima como la 

encontrada in vivo). 

 

No obstante, la aptitud in vivo de la mutante C126S podría verse afectada 

negativamente por su baja estabilidad cinética (es decir, una velocidad de 

desplegamiento grande) si el monómero desplegado se ve involucrado en reacciones 

irreversibles posteriores al desplegamiento.   
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Perspectivas 

 

Del estudio de mutantes puntuales en un residuo conservado (Cys126) y en uno no 

conservado (Cys41), ambos en regiones ocultas al solvente, encontramos que una 

mutante en especial provocó una gran desestabilización (C126S). Sin embargo, nos 

preguntamos que pasaría si se efectuaran mutaciones en residuos conservados y no 

conservados en la interfase del dímero. Se hicieron ya estudios preliminares del efecto 

de sustitución de un residuo altamente conservado (E97) de la interfase de ScTIM; 

hemos encontrado hasta el momento que la mutación E97Q no afecta la eficiencia 

catalítica; posteriormente se hará el estudio de la estabilidad de dicha mutante. Por otra 

parte, se planea hacer otra mutación en la interfase de un residuo no conservado 

(E77Q). 

 

También sería interesante investigar que pasaría con la mutación puntual de        

Cys126 → Gly, ya que ésta implicaría el cambio de una sola base (UGU → GGU), como 

sucede en el caso de la mutante C126S. Considerando que la glicina es el residuo más 

pequeño de los 20 aminoácidos, la introducción de éste en lugar de la cisteína 126 

acarrearía una reducción importante de volumen (el volumen van der Waals de la 

glicina (48 Å3) es aproximadamente la mitad con respecto al volumen del residuo de 

Cys (86 Å3; Darby y Creighton, 1993).  
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Apéndice A 

 
 
Modelo reversible de dos estados 
 
 
El modelo más simple para describir el desplegamiento de una enzima dimérica (TIM) 

es un mecanismo reversible de dos estados, sin intermediarios estables.  

 

                                                    
donde de N y U representan a los estados nativo y desplegado respectivamente, y ku y 

kr constituyen a las constantes de velocidad de desplegamiento y la de replegamiento. 

La constante de equilibrio (Ku)  está dada por la relación: 

 

[ ]
[ ]N

U
Ku

2
2

=       (A1) 

 

Por otra parte, la concentración total de proteína, Ct, (expresada por monómero) y las 

fracciones de proteína nativa y desplegada están relacionadas mediante las 

expresiones siguientes: 

[ ] [ ]UNCt += 2       (A2) 

 

1=+ UN ff         (A3) 

 

NfC

UfC

Nt

Ut

=

=
             (A4) 

 

N 2U 
ku 

kr 
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Entonces, utilizando las ecuaciones A1 y A4 es posible expresar la constante de 

equilibrio en términos de Uf : 

 

( )

U

Ut

Nt

Ut

U
f

fC

fC

fC
K

+
==

1

22 22

 

 

El cambio de energía libre (∆G2U-N) se puede calcular, como es común, a partir de la 

constante de equilibrio.  

U

NU
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 Apéndice B  

 
 
Debido a que la concentración molar de la proteína nativa en cualquier tiempo está 

dada por VnC NN /=  (donde nN es el número de moles de N y V es el volumen de la 

célula), el cambio de velocidad de esta concentración se describe como: 

 

















+















−=

dt

dn

Vdt

dV

V

n

dt

dC NNN 1
2

 

                  















+







−=

dt

dn

VV

rC NN 1            (B1) 

 
 
donde el volumen se supone que aumentará linealmente con el tiempo (es decir, 

rtVV += 0 , 0V  es el volumen en el tiempo cero). Un valor estimado para r  sería 

aproximadamente igual a la relación dtV /0 , donde dt  es el tiempo de duplicación celular. 

De forma análoga pueden escribirse expresiones similares para el cambio de 

concentración de U y de I; por otra parte, con referencia al modelo de la Ecuación 4, 

podemos expresar el término ( dtdnN / ) como:  
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( ) ( )VCkVCk
dt

dn
NuUrS

N −+=
2

ν            (B2) 

 
Y los términos análogos para (dnu/dt) y (dnI/dt) serían: 
 

( ) ( )VCkVCkVCk
dt

dn
UiUrNu

u −−=
2

2)2(         (B3) 

 

VCk
dt

dn
Ui

I )(=                                              (B4) 

 
 
En la ecuación B2, Sν  representa la velocidad de síntesis (y plegado) de la TIM. Si la 

ecuación (B2) es sustituida por ( dtdnN / ) dentro de la ecuación (B1) se obtiene: 

 

NuUr
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Para las especies U e I, el cambio de concentración con el tiempo se expresa como 

sigue: 
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Usando dtVr /0= ,  y rearreglando, tenemos: 

 

( )
( ) NuUr

d

S

d

NN CkCk
t

t

V

v

tt

C

dt

dC
−+








+








+

+
−=

2

0

1          (B8) 

 

( ) UiUrNu

d

UdU CkCkCk
ttVV

CtV

dt

dC
−−+

+
= 2

00

0 )(22
/

)/(
             (B9) 



     Apéndices    

 64

 

( ) Ui
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Por otra parte, ya que el número de moles de una enzima nativa en una célula típica de 

levadura se duplicará antes de que la división celular se produzca, entonces 

doS tCVv /0= , donde oC  es el promedio de la concentración intracelular de la enzima 

nativa. Por lo tanto, doS tCV // 0 =ν . Introduciendo esta última expresión en (B8) 

obtenemos la Ecuación (7) del texto (p. 53). 

 

 

Apéndice C 

 

 

Del alineamiento de las 793 secuencias de la TIM se tomó una parte del total de ellas, 

con el objetivo de mostrar los aminoácidos que el servidor ClustalW XXL marcas como 

conservados. El símbolo (*) indica que el aminoácido es conservado; los dos puntos (:) 

indican aminoácidos con propiedades fisicoquímicas iguales; y un solo punto (.) indica 

aminoácidos con propiedades fisicoquímicas parecidas 

 
P00942|TPIS_YEAST        -----------------------------MARTFFVGGNFKLN-GSKQSIKEIVERLNTA 30 

A0B570|A0B570_METTP      ---------------------MRWSQSLGGMALTLIVLNFKTYR-EATGDSAVALSKICE 

A2SSN5|TPIS_METLZ        ------------------------------MSSPLILVNFKSYR-EGAGNAAGQIASAAE 

B1L6Y5|B1L6Y5_KORCO      ------------------------------MHIPRLLINFKAYM-ESSGDRAVEISKSAE 

D1JBZ7|D1JBZ7_9ARCH      --------------------------MGRKIDLPVIVLNEKTYL-ESAGDRGFELAKICE 

D2RGB2|D2RGB2_ARCPA      --------------------------------MGVIIINFKAYA-EGSGKKAMEIARAVL 

D3DZJ4|D3DZJ4_METRM      ----------------------------MSLKTPVVILNFKTYL-ESSGQKALDLANALE 

E0SPU7|E0SPU7_IGNAA      ---------------------------MKHLKVPVLAINFKAYP-TSFGVKALEIAKAAE 

E1QRE3|E1QRE3_VULDI      ------------------------------MKLPILIINMKVYP-EVLGKRALELAKVAE 

E6N8A3|E6N8A3_9ARCH      ----------------------------MNIRYPLIVLNFKTFR-ESIGKKALELAKIAE 

E8R769|E8R769_9CREN      ------------------------------MVKPILAVNFKAYYPHSFGGNAYRIALDAV 

O27120|TPIS_METTH        -----------------------MLEDLELKDTPIVILNFKTYL-ESTGERALELASICG 

O28965|TPIS_ARCFU        -----------------------------MRKMGVVIINFKAYK-EGFGKRALELAKIAE 

Q12UK2|TPIS_METBU        -------------------------------MKPLIVLNLKTYL-EGTGEGAVRIARACK 

Q58923|TPIS_METJA        ---------------------------------MLIVINYKTYN-ESIGNRGLEIAKIAE 

Q8TUT9|TPIS_METKA        -----------------------------MLRVPPVIVNFKAYS-EAVGENALRLARVAA 

                                                                 *                   

  

P00942|TPIS_YEAST        SIPE-----------NVEVVICPPATYLDYSVSLVKK------PQ-VTVGAQNAYLKA-S 71 

A0B570|A0B570_METTP      SIASEY---------GVDIAVAPQAADIR---AVASAVS-------IPVYAQHVDGV-GF 

A2SSN5|TPIS_METLZ        LVMQES---------GVTIGIAPQFVELH---PFCKHYE-------IPVYAQHIDAV-EG 

B1L6Y5|B1L6Y5_KORCO      RIWREM---------GVLIGVSPNIVDLR---LISSSVE-------IPVFAQHVDPI-PA 

D1JBZ7|D1JBZ7_9ARCH      AVSAEQ---------GMSIVICPQQVELA---KIASSVK-------IPCFAQHVEAV-EP 

D2RGB2|D2RGB2_ARCPA      EVSDKV---------DDYIAVAPNFLDLA---EIARIG--------VDVYAQHVDPI-EF 

D3DZJ4|D3DZJ4_METRM      SAGEES---------GITMVAVPQAIDIY---RIKEETS-------IPVLAQHIDAV-SP 

E0SPU7|E0SPU7_IGNAA      KVAQEY---------GVEVIVIPPATELR---KIVESVS-------IPVYAQHADPY-EY 

E1QRE3|E1QRE3_VULDI      AVSREL---------GVSIAVAPPITELR---LVAENVG-------IPVYAQGADPV-EP 
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E6N8A3|E6N8A3_9ARCH      RAAEET---------GVSVAVCPSLVDLA---TVAANVS-------VHVFAQHCDPY-MP 

E8R769|E8R769_9CREN      RVWRET---------GVEVILAPPFTELRRILEAVSGTE-------VKVYAQHADPV-EP 

O27120|TPIS_METTH        DVADET---------GVNMAVAPQHMDLH---RVSDAVE-------IPVLAQHIDAV-DA 

O28965|TPIS_ARCFU        NVASRC---------DEYVGIAVSFLDLP---VIAREVS-------IDVYAQHVDAV-GF 

Q12UK2|TPIS_METBU        EVGEAS---------GIEIAIAPQFCDIY---RVASQVD-------VPVYSQHLDGV-GA 

Q58923|TPIS_METJA        KVSEES---------GITIGVAPQFVDLR---MIVENVN-------IPVYAQHIDNI-NP 

Q8TUT9|TPIS_METKA        EVSEET---------GVEVGICPPHVDLR-DVVREVGDE-------VTVLAQAVDAA-EP 

 

    

P00942|TPIS_YEAST        GAFTGENSVDQIKDVGAKWVILGHSERRSYFHE---DDKF---------IADKTKFALGQ 119 

A0B570|A0B570_METTP      GSFTGHITAASVKAAGASGSLINHSERRLRLAD-----------------IEASLRACRS 

A2SSN5|TPIS_METLZ        -AFTGRIPAFTVRAAGCVGSLINHSERRLTIAE-----------------IEACVEAAKF 

B1L6Y5|B1L6Y5_KORCO      GAYTGHVPPILVKEAGARGSLLNHSEKQIPLRH-----------------IAESINMMRD 

D1JBZ7|D1JBZ7_9ARCH      GSHTGFVTLDSIKAAGATGTLVNHSEHRLKIAD-----------------VEFIIGKAAS 

D2RGB2|D2RGB2_ARCPA      GSYTGRITAEMIKEKGAKGSLINHSERRLKLAD-----------------IDFLIQKFKK 

D3DZJ4|D3DZJ4_METRM      GGHTGSNLFESFVANGVDGTLLNHSECRMTLAD-----------------IAEVVQKTKG 

E0SPU7|E0SPU7_IGNAA      GAYTGWLPVVALKDIGVRGILVNHSEHRLRLDE-----------------IVAIVEAAKK 

E1QRE3|E1QRE3_VULDI      GARTGHVPPEFIKEAGASGVILNHSENRLLLND-----------------LGWLVNRAKN 

E6N8A3|E6N8A3_9ARCH      GAYTGSVVAEALKESGAAGSLLNHSEKKLKLSD-----------------LSEAVNRLRA 

E8R769|E8R769_9CREN      GAVTGFIPLEGLKDAGIHGVILNHSEHKLRVSE-----------------VNYLVKKAKS 

O27120|TPIS_METTH        GGHTGSILAECARDAGAAGTLINHSEKRMQLAD-----------------IEWVISRMKE 

O28965|TPIS_ARCFU        GSHTGRINADMIAEYGAKGSLVNHSERRLKLAD-----------------IEFNVSRLRE 

Q12UK2|TPIS_METBU        GSFTGHAFAKCIKDAGAVGTLINHSECRLKLAD-----------------IEASVTAAKG 

Q58923|TPIS_METJA        GSHTGHILAEAIKDCGCKGTLINHSEKRMLLAD-----------------IEAVINKCKN 

Q8TUT9|TPIS_METKA        GGRTGHVTPEMVVEAGADGTLLNHSERRMLLED-----------------LKDVCRACIN 

                            *.                  * *     

                               

P00942|TPIS_YEAST        G-VGVILCIGETLEEKKAG---KTLDVVERQLNAVLEEVK----DWTN------------ 159 

A0B570|A0B570_METTP      EGLTSIICTNNVATTRAAA---------------ALRP---------------------- 

A2SSN5|TPIS_METLZ        NHLESVVCTNNVGVSAAAA---------------AFSP---------------------- 

B1L6Y5|B1L6Y5_KORCO      LNLISIVCSPTPSESAAVA---------------ALLP---------------------- 

D1JBZ7|D1JBZ7_9ARCH      LDLLTIVCTNNIAVSKAVA---------------ELKP---------------------- 

D2RGB2|D2RGB2_ARCPA      VGLVSIVCTNNVNTTKAVA---------------VLDP---------------------- 

D3DZJ4|D3DZJ4_METRM      ADLISCVCTNNIETSMAAA---------------TLAP---------------------- 

E0SPU7|E0SPU7_IGNAA      YGLETLVCADTPIAAAAIA---------------AIKP---------------------- 

E1QRE3|E1QRE3_VULDI      LGLETLVCAPDPYTSAAAA---------------ALEP---------------------- 

E6N8A3|E6N8A3_9ARCH      NGLVSIVCADDHYAATAAA---------------ALGP---------------------- 

E8R769|E8R769_9CREN      LGLKTLVCADTPETGAAVA---------------VLEP---------------------- 

O27120|TPIS_METTH        LEMMSVVCTNNVMTTAAAA---------------ALGP---------------------- 

O28965|TPIS_ARCFU        LGLTSVVCTNNVPTTAAAA---------------ALNP---------------------- 

Q12UK2|TPIS_METBU        EGLRTIICTNNIATTAAAA---------------ALGP---------------------- 

Q58923|TPIS_METJA        LGLETIVCTNNINTSKAVA---------------ALSP---------------------- 

Q8TUT9|TPIS_METKA        EGLLTIVCASDALAARAAG---------------ALSP---------------------- 

                                * 

 

P00942|TPIS_YEAST        ----VVVAYEPVWAIGTG-LAATPEDAQDIHA-SIRKFLASKLGDK-----AASELRILY 208 

A0B570|A0B570_METTP      ----DYVAVEPPELIGSG--IPVSKADPEVVRGSVEAVRAIEKDVG----------VLCG 

A2SSN5|TPIS_METLZ        ----TYVAVEPPELIGSG--ISVAKADPDIIRNSVAAVKKISSDVK----------VLCG 

B1L6Y5|B1L6Y5_KORCO      ----DAIAVEPPELIGSG--IPVSKAKPEVILNSLRSVKAINSAIP----------LLCG 

D1JBZ7|D1JBZ7_9ARCH      ----YAVAVEPPELIGSG--RSVSKVDPGIVEETVKEVKQVYADCV----------VLCG 

D2RGB2|D2RGB2_ARCPA      ----DYVAVEPPELIGTG--IPVSKAEPEVVENSVKAVKDLNPKVK----------VLCG 

D3DZJ4|D3DZJ4_METRM      ----DFVAVEPPELIGTG--IPVSKADPEVVEGSVSKVKAINKDVQ----------VLCG 

E0SPU7|E0SPU7_IGNAA      ----VALAVEPPELIGTG--IAVSKAKPEVITNTVQRVREVNKEVI----------ILTG 

E1QRE3|E1QRE3_VULDI      ----TAVAVEPPELIGTG--KAVSREKPDVIVKTVELVKRVNPSIP----------VITG 

E6N8A3|E6N8A3_9ARCH      ----DMLAVEPPELIGTG--ISVSRAKPEVVTETVSRVKAIAPSVR----------VLCG 

E8R769|E8R769_9CREN      ----DMVAVEPPELIGTG--VSVSRAKPEVVTNSVNMIRRVNEKVT----------VLTG 

O27120|TPIS_METTH        ----DFVAVEPPELIGSG--IPVSRAEPEVITGSVDAVKKVNPEVS----------VLCG 

O28965|TPIS_ARCFU        ----DFVAVEPPELIGSG--IPVSKAEPEVVENSVKAAKEVNKSVR----------VLCG 

Q12UK2|TPIS_METBU        ----DYVAVEPPELIGSG--IPVSKADPEVVTGSVAAVERIDPAVK----------VLCG 

Q58923|TPIS_METJA        ----DYIAVEPPELIGTG--IPVSKANPEVVEGTVRAVKEINKDVK----------VLCG 

Q8TUT9|TPIS_METKA        ----HAVAVEPPELIGTG--TPVSKADPEVVERSVEVVKEVSEETA----------VLCG 

                               .. **   :.                                             

 
P00942|TPIS_YEAST        GGSANGSNAVTFKDKA-DVDGFLVGGASLKPEFVDIINSRN------------------- 248 

A0B570|A0B570_METTP      AGITHGDDLRAAIELG--AVGVLLASGIVKAKDQRKALEDLVTGV--------------- 

A2SSN5|TPIS_METLZ        AGIQSGECVKTAVDLG--ADGVLLASSVVKAKDPEAVLRDLVSLL--------------- 

B1L6Y5|B1L6Y5_KORCO      AGISSGDDVKAALELG--SYGVLVASAVTKSPDPQRKIRELAEPIASFTRA--------- 

D1JBZ7|D1JBZ7_9ARCH      AGVTSGEDVKAAIELG--ADGVLLASGVVKAKDPRAALLDLVSGV--------------- 

D2RGB2|D2RGB2_ARCPA      AGITTHEDYVRALDLG--AEGVLLASGIVKAKDPKRALEELVGLR--------------- 

D3DZJ4|D3DZJ4_METRM      AGISTGEDMAAAIDLG--AEGVLLASGIIKAENPKDALLDLVSKI--------------- 

E0SPU7|E0SPU7_IGNAA      AGISTAEDVEAAIRLG--TAGVLVASAIMKAQNPEKVIKDMAAVAKAAYK---------- 
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E1QRE3|E1QRE3_VULDI      AGIESYEDVKRAVELG--TQGVLVASAIVKARDWRQKIMELAKALH-------------- 

E6N8A3|E6N8A3_9ARCH      AGVSTAEDVSKALELG--TDGVLLASAFVKASDPFALLLKMCEAALR------------- 

E8R769|E8R769_9CREN      AGISNGEDAYMAVKLG--TMGVLVASGIVKAKDPYQVMKDMAEGMLKAL----------- 

O27120|TPIS_METTH        AGISTGDDMKAAVDLG--AEGVLLASGIILADSPRDALLDLVSKV--------------- 

O28965|TPIS_ARCFU        AGITTHEDYVKALELG--AEGVLLASGVVKAEDQKRALEELVGLL--------------- 

Q12UK2|TPIS_METBU        AGISKGEDLKAAIELG--SVGVLLASGIVKAKDPKAALEDLVSLI--------------- 

Q58923|TPIS_METJA        AGISKGEDVKAALDLG--AEGVLLASGVVKAKNVEEAIRELIKFI--------------- 

Q8TUT9|TPIS_METKA        AGITDGSDVRAAVELG--ADGVLVASGVVLADDPKEALLDLISGLE-------------- 
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