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MEMORIA DE LA PROPUESTA DE TFG

Introduccién.

La reconstruccion de enzimas ancestrales en el laboratorio constituye una herramienta
muy poderosa en ingenieria de proteinas debido a las propiedades extremas que
presentan en términos de estabilidad y promiscuidad frente a sustrato.

Objetivos.

Tomando como punto de partida tiorredoxinas ancestrales correspondientes a
diferentes nodos del arbol filogenético, el alumno llevara a cabo una caracterizacion
cinética del proceso de desplegamiento/replegamiento de algunos nodos relevantes con
objeto de caracterizar el estado de transicion. Adicionalmente se obtendra informacién
sobre la estabilidad cinética de estas proteinas.

Resumen de los trabajos a realizar por el estudiante/Plan de trabajo.

El alumno participara en todos los pasos que implica tanto la obtencion de una variante
proteica de interés como su caracterizacion biofisica basica: mutagénesis dirigida sobre
el gen que codifica para la proteina ancestral original, sobreexpresién y purificacion de
la variante de interés, determinacién de su termoestabilidad y seguimiento de la cinética
de desnaturalizacion/renaturalizacion. El alumno llevara a cabo el analisis de datos de
acuerdo a un modelo apropiado para extraer los parametros relevantes en cada caso.
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