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Resumen. En estos ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha estado estudiando las
interacciones proteina-carbohidrato (PC), intentando esclarecer los principios energético-
estructurales subyacentes al fenémeno. Una nueva etapa en nuestro estudio de los complejos PC,
es redisefiar el sitio del reconocimiento de las proteinas, para cambiar su especificidad hacia otras
estructuras sacaridicas. El blanco primario del actual proyecto es reajustar el sitio del reconocimiento
del lisozima del huevo de gallina para hacerlo especifica para los oligomeros de la glucosaf3(1-4).
Usando la estructura cristalina de la lisozima con la Quitotriosa (GIcNAcR(1-4)GIcNAcR(1-4)GIcNAc)
como prototipo, un modelo es la celotriosa con la lisozima (GlcB(1-4)GlcR(1-4)Glc) fue construido,
simplemente se elimino el grupo NAc. Después de varios ciclos de mutacion-refinamiento y de
minimizaciones de energia usando Rosetta, una mutante fue obtenida cuya energia de union era
comparable a la del complejo silvestre (lisozima-Quitotriosa). Las mutaciones optimizaron la
interaccion con los grupos OH de la celotriosa y son: 11e98GIn, 1le58GIn, Leu56Ser, Trp108Tyr,
Leu75Arg. Ademas, las mutaciones Ala107Asn Trp63Tyr, incrementan la afinidad con los grupos
comunes de los complejos celotriosa y Quitotriosa. Posteriormente, se expreso la lisozima
recombinante en Aspergillus niger. La proteina recombinante fue caracterizada por medio de la
espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular. La union fue medida con calorimetria de
titulacion isotérmica. Concluyendo que la estructura secundaria, terciaria y la union de la lisozima
recombinante es idéntica a la lisozima adquirida de SIGMA.



