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I INTRODUCCION

En 1956, Leloir y Cardini (1) describieron por
primera vez la transformacidn enzimitica de la glu-
cosamina-6-fosfato ( GlcN6P ) en fructosa~6-fosfato
( FruéP ) y NH; en preparados de rifibn de cerdo. La
enzima, que cataliza la siguiente reaccibn:

GlcN6eP + H

0 FrubP + NH

e
27 e 3

fué purificada parcialmente por estos autores por -
fraccionamiento salino con sulfato de amonioc. Tam-
bién demostraron la reversibilidad de la reaccidn,

y el efecto activador de la N-Acetil D-glucosamina .
6-fosfato { GLcNAc6P ). Dste efecto es discutido -
por los autores como el de una posible coenzima, -~
que participaria en la reaccifn. En esa &poca, no
se habia desarrollado la teoria alostérica, que ac~
tualmente nos permite replantear este fendmeno como
de caracter regulatorio. Posteriormente, Comb y =
Roseman (2) estudiaron la enzima en E.co0fd, de don
de la purificaron parcialmente a partir de bacterias
cultivadas en glucosamina como fnica £uente de car-
bono y nitrdgeno. El procedimiento de estos autores

consistid en el fraccionamiento del extracto crudo



con sulfato de protamina sequido de cromatografia
en columna de intercambio catibnico; en este tra-
bajo se describen algunas propiedades fundamenta-

les de la enzima, y la activacidn por GlcNAcéeP,

gue es semejante a la descrita en la enzima de -

rifibn de cerdo. La actividad de esta enzima ha

sido demostrada tambi&n en diferentes tejidos y

organismos, incluyendo cerebro humano (3), Profeus
vulganis (4), Bacillus subtilis (5), Musca domés-
2ica (6), Drosophila vinilis {7), Aerobacter cloa-
cae (8) y Biphidobactenium biphydum {9},

La enzima fué& denominada inicialmente como -
glucosamina 6-fosfato desaminasa, y en los prime-
ros trabajos fué considerada fundamentalmente co=-
mo una enzima catabdlica, capaz de catalizar una
reaccidn necesaria para la utilizacibn de los car
bonos de la glucosamina en el metabolismo energé-
tico. La comisibén de enzimas de la Unién Interna
cional de Bioguimica, la ha clasificado actvalmen
te en la clase 5, de las isomerasas, con el nom-
bre de 2-amino-2-desoxi-D-glucosa-6-P-cetol isome
rasa, y el ntmero de clasificacidn 5.3.1.10.

Se recomendd tambié&n como nombre comfin el de glu-

cosamina 6-fosfato isomerasa ( desaminasa }.



Tambi&n se la menciona frecuentemente en la lite-
ratura como glucosamina desaminasa.

El caricter reversible de la reaccién, ha -
llevado a plantear el posible papel biosinté&tico
de esta enzima, es decir, su capacidad para ini-
ciar la formacibn de aminoazficares y sus deriva-
dos a partir de un intermediario glucolitico, la
Fru6P. Se conoce otra enzima, gue cataliza otra
reaccidn de una manera irreversible, que ha sido
reconocida desde hace mucho tiempo (10, 11} como
la ruta de formacibn de la GlcN6P. Esta reaccibn

es:
FPru6P + Glutamina ———2 GlcN6P + Glut@mico

y la enzima corxecpondiente, se denomind inicial-~
mente como una transferasa, de la clase 2: gluta-
mina~Fru6P amido transferasa ( E.C.2.6.1.16. ).
Actualmente se ha reclasificado como isomerasa, 4
se denomina glucosamina 6-P isomerasa ( formadora
de glutamina ), E.C.5.3.1.19,
Sin embargo, la isomerasa desaminasa, puede

cumplir también un papel en la formacién de la -
GlcN6P. Es necesario tener en cuenta la constan-

te de equilibrio de la reaccidn, ( Keq = (GlcN6P)/



(Fru6P) (NH;) = 1.8 x 10"% M (1) ) y el hecho de -

que la etapa siguiente en la via de sintesis de -
los aminoazficares (fig. a) es la N-acetilacibn de
la G1lcN6P con acetil Cold, para formar GlcNAc6P.
Esta @ltima reaccibn es muy exergbnica { A G2 del
orden de las -8.0 KCal/mol, (12)), de modo que =~
acoplada a la aminacibn-isomerizacidn de la Fru6P,
permitiria la formacidn de aminoazfQcares a éartir
de intermediarios glucoliticos sin intervencibn de
la enzima que utiliza glutamina.

Esta idea se ha visto confirmada por Holmes
y Russell (13), quienes aisiaron nutantes de E,cold
K 12, carentes de la isomerasa, dependigntes de ia
glutamina. Tambi&n se ha mencionado la existencia
de esta enzima en dipteros (6, 7). En ambos casos,
la formacidn de aminoazleares para la sintecis de
conponentes de la par-? hacteriana { mureina y li-
popolisacaridos ) o del exoesqueleto de la qpitina,
dependeria Unicamente de la actividad de la gluco-
sanina 6~fosfato isomerasa ( desaminasa ).

Estos resultados, llevan a replantear el inte
rés en las funciones biosinté&ticas de la glucosami
na 6-fosfato isomerasa desaminasa. La existencia

de un regulador alostérico, puesta en evidencia -
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ABREVIATURAS

Glc ; gluccsa

Gal ; galactosa

Man ; manosa

glcN ; glucosamina

Fru ; fructosa

gln ; glutamina

AcOH ; &cido acético

CoOASH ; coenzima A

PEP ; fosfoenol piruvato
NAN ; &c. N-acetil neuraminico
NAM ; &c. N-acetil muré&mico
MPS ; mucopolisacaridos

Pi ; fosfato

PP ; pirofosfato

ENZIMAS - 1. glucosamina 6-fosfato isomerasa dependiente

2. Glucogamina 6-fosfato isomerasa (desaminasa)

3. Glucosamian cinasa, solo descrita en Schistosoma
mansondi E,C. 2.7.1.8.

4, N-acetil glucosamina cinasa 2.7.1.59.

5. GlcNAc6P acetil hidrolasa E.C. 3.5.1,25.

6. Acetil transferasa E.C. 2.3.1.4.

7. GlcNAc transferas E.C. 2.3.1.3.

8. fosfoacetil glucosamina mutasa E.C. 2.7.5.2.

9. UDP-GlcNAc pirofosforilasa

10. N-Ac-glucosamina acetil hidrolasa E.C. 3.5.1.33.
11. UDP~GlcNAc 2-epimerasa E.C. 5.1.3,14,

12. Pirofosforil-doliquil~di-P-GlcNAc sintetasa

13. UDP-GlcNAc 4-epimerasa E.C. 5.1.3.7,



desde los primeros trabajos sobre esta enzima (1),
nos pone frente a un sistema alost&rico reversible
con significacidn funcional en ambos sentidos, lo
que constituye una situacidn excepcional en el me

tabolisno.

La reaccibn en si, tambi&n es una situacibn-
excepcional., Se trata de una isomerizacidn ceto--
alddlica acoplada a un proceso de aminacidn~desa
minacidn (reaccidn de Amadori, (14)) de la cual -
esta enzima constituye un {inico ejemplo biolbgico.
En uno de los Gltimos trabajos significativos so-
bre esta enzima, Milderfort y Rose (15), estudiaron
la estereoquimica y el mecanismo quimico de la reac
ciébn catalizada por la isomerasa desaminasa.

Con este f£in, utilizaron el preparado parcialmente

purificado de Czrb y Roseman (2) en 1958.

-



II PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

De esta enzima afin no se han publicado puri-—
ficaciones totales, de ninguna fuente animal o mi
crobiana ni existen en consecuencia, estudios es-
tructurales sobre la misma.

El presente trabajo forma parte de un estu-
dio ma&s amplio de esta enzima en E.cofi que abar
ca aspectos cin&ticos y mecanisticos. Su objeti~
vo consiste en desarrollar una ruta de purifica-
cidn total que permita obtener cantidades sufi-
cientes de la enzima, y reunir al mismo tiempo in
formacidn cinética y estructural fundamgntal para
apoyo del programa general de trabajo. Esto in-~
cluye el estudio de la cin&tica de velocidgdeé -
iniciales { en ausencia de productos )} en ambos -
sentidos de la reaccibn, y de la variacibn de =~
los parimetros cinéticos con el pH para estable-
cer las condicioncs de trabajo en el futuro. Des
de el punto de vista estructural es también impox
tante conocer el coeficiente de absortividad de -
la enzima pura, a los efectos de establecer en ca
da experimento su concentracidn precisa. Esto se
har& ventajosamente, estableciendo la composicidén

de aminodcidos de la enzima. Este dato adem&s de



su interés por si mismo y como referencia para -
apoyar consideraciones de biologia comparada, per
mitird calcular con precisién la masa de la protefi
na colocada en la muestra analizada, lo que es el
fundamento de la medida del coeficiente de absor-
tividad molar. Asimismo con la composicibn de -~
amino&cidos se podrd calcular el volumen especifi
co de la proteina que es un dato importante para
estudios de sedimentacibn en la ultracentrifuga
analitica. Otro objetivo del estudio es el de
conocer el punto isoeléctrico -y el peso molecular de
la protefina nativa, su posible composicidn en sub
unidades, y el peso molecular de las nmismas.

El trabajo se desarrollari con la bacteria
E.cofi debido a su facilidad de cultivo y el ca-
ricter adaptativo de la sintesis de l1la glucosami-
na 6-fosfato isomerasa, cultivada en un medio in-
ductor con glucosamina como fnica fuente de carbo

no y nitrdgeno.



IIT MATERIALES

Las enzimas, las proteinas y los derivados de
carbohidratos se adquirieron a Sigma Chemical Co.
(Estados Unidos), los dem@s reactivos fueron de -
pureza analitica y se compraron a Baker y a Merck
de México. Los geles de filtracidn molecular y de
intercambioc i6nico, asi como los anfolitos para -
electroenfoque ( "Pharmalyte" ) fueron productos -
de Pharmacia Fine Chemical ( Suecia }. El1 Ultro-
gel AcA 34 se adquirib a LXB Produkter ( Suecia ).
La GlcN6P con anhidrido ac&tico en solucibn dé bi-
carbonato de sodio, y purificada por cromatograffia
de intercambio ifnico en Dowex l-acetato, de acuer
do al procedimiento de Leloir y Cardini (l). La -
pureza del producto se verificbd por cromatografia
en capa fina sobre placas de celulosa microcrista-
lina usando el siguiente sistema como disolvente:
etanol, 5; ;cetato de amonio 1M, 2; acido acético,
l; agua 1. En este sistema la GlcNAc6P tiene un -
Rf de 0.60 mientras que el productc sin reaccionar,
la GlcN6P migra con un Rf de 0.50. Las placas se
revelaron para aminoazficares con ninhidrina y para

N-acetil aminoazficares con la reaccidén de Elson y



Morgan (16). Adenmfs se usaron revelados de tipo
general como los vapores de yodo y el rociado con
fcido sulffirico 5N seguido de calentamiento.

La matriz de afinidad se preparé enlazando -
GlcN6P y epsilon-amino-caproil agarosa ( 2 meq. -
de grupos &cidos por ml. de gel empacado, adquiri
do a Sigma Co. ) por acoplamiento con carbodiimida.
La suspensibn de agarosa en agua destilada a pH -
4.5 se mezcld con GlcN6P ( forma Acida ) para dar
una concentracidbn final de 100 wM, luego el pH se
reajustd a 4.5. La reaccibn se efectud a tempera
tura ambiente en la presencia de 0.2 mmol/ml de -
cloruro de N-etil-N'-3-dimetil amino-propil-carbo
dijimida, durante doce horas. El gel se lav6 con
amortiguador Tris-HCL 0.1 M a pH 7.25 ( 25°C ) -
gue contenia NaCl 0.1 M. Después de su uso el -
gel fué lavado de la misma manera, adicionado con
un volumen de glicerol y almacenado a -20°C. En -
la figura b se muestra la estructura del componen
te activo de este medio cromatografico de afinidad.

La E.cofi B se cultivbé en condiciones aerdbi
cas a 36°Cy pH 7.0, glucosamina 0.05 M como f{nica
fuente de carbono y nitrbgeno, en el medio mineral

descrito por Comb y Roseman (2), El cultivo se -
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Figura b . Estructura de la matriz de afinidad
utilizada para la purificacidn de la

glucosamina 6-fosfato desaminasa.



realizd simult&@neamente en tres fermentadores de
14 litros que contenian 10 litros de medio oxige
nado por aire a 5 litros/minuto y un pH constan-~
te de 7.0 mantenido por adicién automftica de -~
NaOH 5N ( sistema labroferm ). La masa celular

de E.coli se colecté al final del periodo de cre
ciﬁiento y se almacend a -20°C hasta su uso, pe-

ro no por mis de dos semanas.

1a



IV METODOS
IV.1l Medidas de actividad enzimltica

Las determinaciones enzimiticas de rutina fue
ron hechas en la direccibn de la formacién de la
Fru6P ( sentido catabdlico ) en una mezcla de reac
cién de 200 microlitros, que contenian amortigua-
dor Tris HC1 75 mM pH 7.7, GlcNAc6P 0.85 mM y can~
tidades variables del sustrato, GlcN6P. Las reac-
ciones se iniciaron agregando la enzima e incuban-~
do a 30°C por un tiempo fijo y parando la reaccibn
agregando 2.0 ml de HCL 1ON. La FrusP se determi-

ndé por el método de Roe (17) agregando resorcinol

y leyendo a 512 nm, luego de incubpar duirante 7 mi=

I~

nutos a 70°C. Este procedimiento también se usd =~
para hacer la mavc: parte de las determinaciones
cinéticas, efectuando las correcciones por consumo
de sustrato cuando era necesario, de acuerdo al -~
procedimiento de Lee y Wilson (18), pero evitando
siempre tener reacciones con grado de avance mayor
del 5%. Las velocidades de reaccibn en esta direc
cidn también se determinarxon espectrofotométrica-

mente por medio de un ensayo acoplado con la enzi-
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ma glutamato deshidrogenasa, para medir la foxma
cidn del NH;. Comunmente la mezcla de reaccibn
( 350 microlitros ) contenia amortiguador Tris-
HC1 75 mM, pH 7.7, NADH 0.15 mM, alfa-cetogluta-
rato 12 mM, GlcNAc6P 0.15 mM, concentraciones -
variables de GlcN6P y una cantidad de glutamato
deshidrogenasa de higado de bovino que fué esti-
mada como lo proponen Storer y Cornish-Bowden =
(19). La desaparicibn del NADH fué registrada =
por medio de un espectrofotdémetro registrador -
de doble haz, Pye Unicam SP-8-100C.

En la direccidn biosintética de la reaccidn,
las velocidades se midieron analizando la GlchP‘
formada en un tiempo fijo. Cada mezcla de reac-
cidn de 200 microlitros contenia amortiguador -
Tris~HCl1 75 mM, pH 7.7, GlcNAc6P 0.85 mM, y con-
centraciones variables de los sustratos, Fru6P y
NH, { como NH,, en solucibn acuosa ajustada con
alcali al pH de la mezcla ). La reaccibn se de~-
tuvo por inmersidén de los tubos en un bafio hir-
viente a 92°C, y la GLcN6P se midi6 con una modi
ficacién de la reaccibn de Elson y Morgan descri
ta por Reissig (20), usando blancos sin enzima pa

ra corregir la lectura por la presencia de -
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GlcNAcE6P en la mezcla de reaccidén. El avance to
tal de la reaccibn siempre se controld y cuando
fué necesario se hizo la correccifn por grado de
avance de acuerdo a la ecuacibén de Lee y Wilson
(18). ©La unidad de actividad enzimltica se defi
nid en el sentido catab&lico como la cantidad -
que cataliza la formacién de un micromol de -
Fru6P en un minuto a 30€ a pH 7.7 . Se realizd
tamﬁién un mé&todo de ensayo espectrofotonétrico
acoplado en el sentido biosint&tico de la reac-
cibn, basado en el hecho de que la glucosa 6-fos
fato deshidrogenasa es capaz de actuar también
sobre la GlcN6P, produciendo el 2-desoxi-2-amino
derivado del Acido glucosaminico 6-fosfato. El
Km para ambos sustratos es semejante, y el ensa-
yo no ofrece dificultades como nétodo de cuanti-
ficacibn enzimatica de la GlcN6P. El sistema -
contiene Fru6P, NH4C1, NADP, glucosamina 6-fosfa
to deshidroéenasa, glucosamina desaminasa y un -
amortiqguador de Tris-HCLl pH 7.7; luego se regis-
tra la formacidédn de NADPH a 340 nm, en un eépec—
trofotbémetro de celdas termostatizadas a 30°C.
Sin embargo, su empleo para la medida de la acti

vidad enzimitica en el sentido biosintético se -

13



ve obstaculizada por dos problemas. Uno de ellos,
es que la Fru6P comercial, adquirida a Sigma Che-
mical Co., contiene hasta 0.1% de glucosa 6-fosfa
to como impureza, y que se trata de un componente
muy dificil de eliminar. Otro inconveniente, es
que el método sblo resulta aplicable a la enzima
en ausencia de su activador alost&rico, GlcNAcs&P,
ya que éste es también sustrato de la glucosanina
6~fosfato deshidrogenasa. E1l producto formade en
este caso, es el acido 2-desoxi-2-N-acetil amino
glucénico 6~fosfato cuya existencia o significa-

- cifén no ha sido reportada.

IV.2 Medida de la concentracibn de proteinas

Durante los primeros pasos de la purificacibn
se midid la concentracibn de proteinas por el né-
todo turbidimétrico de Biicher (21). También se -~
utilizd el método de Bradford (22) basado en el -
cambio de color del extracto fcido del azul de -
comassie G en presencia de proteinas. En los dos
casos se utilizd como patrdbn de referencia a la -«

alblmina de suero de bovino. En el caso de la -~

14



enzima obtenida pura, y luego de establecer su -
coeficiente de absortividad, siempre se calculd
la concentracidén en base a su absorcién a 275 mm,
en anmortiguador Tris-HC1 pH 7.7 . El coeficiente

de absortividad molar usado fué de 8.1 x 104 -

( El% 4,55 ) calculado en base a los datos de -

composicidn de aminocicidos.

IV.3  Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las electroforesis en condiciones no desnatg
ralizantes se efectuaron en placas de gel de poli
acrilamida con gradiente de poro ( PAA4/30, Phar-
macia } a 10°C en amortiguador Tris-bdrico 90 mM
pH 8.35 con Na,EDTA 5 mlM, a 125 volts durante 18
horas. Simultinezaomente se corrieron varias pro-
teinas de referencia, y las bandas proteicas se -
detectaron éiﬁiendo con azul brillante de comassie
G (23).

Las electroforesis en condiciones desnatura-
lizantes se desarrollaron en presencia de dodecil
sulfato de sodio al 0.1% en placas de 18 x 14 X
0.07 cm. usando gel de empaque al 6% y gel de se~-

paracibn al 11.4% y un sistema discontinuo de amor

15



tiguadores modificado de acuerdo a Laemmli (24).
Las placas se tifiieron con azul brillante de coma
ssie G o R al 0.2% en solucibn de &cido acético
al 10% e isopropanol al 20% durante 12 a 18 horas.
El mismo disolvente se utilizd para destefiir los
geles, en presencia de una lfimina o trozos de es-
puna de poliuretano que absorbe el colorante. Eg
to permite econonizar disolvente y evitar los can

bios de liguideo (25).

IV .4 Electroenfoque analitico en capa fina de

Poliacrilamida.

Se corrieron geles al 5% de concentraciéggy
al 2.6% de entrecruzamiento*con anfoiitos de Phai
macia Fine Chemicals, pi 6 - 8 & 3 ~ 7 Iiirma=-
lyte), diluidos y usados de acuerdo a las instruc
ciones del proveedor. Las placas se enfocaron a
25 watts durante 6 horas a 4°C, luego se fijaron
y tifiieron de acuerdo al método de Malik y col. -
(26)., o con métodos convencionales con azul bri -
llante de comassie G. Tambié&n se realizd electro-

enfoque analitico en placas delgadas de poliacril

* § de concentracidn =acrilamida + metilenbis acrilamida
% de entecruzamiento = metilenbis / % de concentracién

16



amida (pH 6-8) en presencia de urea 6M y tritén
X-100 al 2% BPajo las mismas condiciones de corri

da.

IV ,5 Ultracentrifugacibn

Las ultracentrifugaciones en gradiente de =~
densidad de sacarosa se hicieron como lo descri-
ben Martin y Anes (27), a 230 000 x g y 5°C en ~
amortiguador Tris-HCl 50 mM, pH 7.7 usandc un ro
tor Beckman SW-50 a 50 000 revoluciones por minu
to durante diez horas en tubos de nitrato de ce~
lﬁlosa de 5.0 ml. de capacidad. El contenido de
los tubos se analizd colectando fracciones das~
pués de perforarle el fondo.

También se hicieron centrifugani:zoas n s2a
diente de densidaa en presencia de monSmeros de
poliacrilamida, un procedimiento modificado (28),
basado en una idea de Jolley y col. (29). En =~
esta técnica se polimeriza por fotocat8@lisis des
pués de realizar la centrifugacifn y el gel se -
colorea por los métodos sefialados para proteinas.

Para calcular el coeficiente de sedimentacibn y
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el peso molecular se utilizaron como referencia

las siguientes proteinas: hemoglobina humana, al-
dolasa de mfisculo de conejo y catalasa de eritro-
citos humanos. Los resultados se graficaron de =
acuerdo al procedimiento descrito por Calcagno y

Renddn (30), para calcular el peso molecular.

IV .6 Cromatografia analitica de filtracibn en

gel

El peso molecular aparente de la glucosamina
6~fosfato isomerasa de E.cold se estimd a partir
de su volumen de elucibn en una columna calibrada
de Ultrogel AchA 34. El tamafio de la columna fué
de 1.6 x 100 cm. vy el gel fué equilibrado con armox
tiguador Tris-iCl 75 =M, pH 7.7 a 4°C. Las protei
nas que se usaron.como referencia fueron la mioglo
bina de caballo, la hemoglobina humana, la aldola~-
sa de mlsculo de conejo y la catalasa de higado de
bovino. Los perfiles de elucidn se determinaron

registrando la absorbancia del eluido a 280 nm.
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v .7 Anilisis de amino&cidos

Todos los anélisis de aminofcidos fueron rea
lizados por el Dr.Guillermo Ramirez de la Unidad
de Anflisis y Secuenciacibn de Proteinas en el -~
Instituto de Investigaciones Bionédicas, UNAM.
Las muestras de proteinas se hidrolizaron a 110°C
en una solucidn de HC1l 5.7N { mezcla de punto de
ebullicibn constante )}, durante 24, 48 y 90 horas.
Los amino&cidos se cuantificaron por medio de un
analizadoxr de aminodcidos Durrum D-500. La cis~
teina y media cistina se determinaron como &cido
cisteico a partir de las muestras de protefna -
previamente oxidadas con &cido perfdrmico (31) e
nidrolizando en HC1 5.6N durante 20 horas a 110°C.
Los valores de treonina y serina se corrigieron -
por extrapolacibn a tiempo cero y 2l resto de los
amino&cidos se calcularon en base a su valor me-
dio. El andlisis del tript6fano fué hecho por -
hidrblisis de la enzima en &cido metanosulfbnico
4.0N con 0.02% de 3-(2-aminocetil) indol (32).

El 8cido perfbérmico se preparf6 en el momento de
uso mezclando 0.5 ml. de H,0, ( 30 vol. ) con 9.5

ml. de 4cido £6rnico al 29% y se incubb a 25°C -~
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antes de su uso. También se calculd la concen-
tracibn de tript6fano en la proteina sin hidroli
zar en NaOH 0.1 N mediante el m&todo de CGoodwin

y Morton (33).

IV.8 Diagrama del Proceso de Purificacibn y -
Caracterizacidén de la Glucosamina 6-fos-

fato isomerasa ( desaminasa ) de E.coldl

fuente: E.coll B
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v RESULTADQS

v.1l Purificacibn de la enzina

La enzima se purifict por el siguiente proce-
dimiento efectuando todas las operaciones a una -
temperatura constante de 4°C. Las c€lulas bacte-
rianas centrifugadas ( 150 -~ 250 g. de peso hfimedo
en una preparacibn tipica ) se lavaron dos veces -
con KC1 0.15 M, y se desintegraron por oscilacidn
ultrasbnica con tres volimenes de amortiguador fos
fato de potasio 50 mM pH 7.0. Luego el extracto -
fué centrifugado a 48 000 x g. durante una hora, y
el sedimento se somgtié a un nuevo ciclo de rotura
y centrifugacidn. A los sobrenadantes recogidos,
se les agregd una solucibn de sulfato de protamina
0.5% bajo agitacidn suave, en una proporcibn de -
0.3 mg. de sulfato de¢ protamina por mg. de protef-
na. Después de 15 minutos se centrifugd el preci-
pitado formado ( 48 000 x g. durante una hora ), -
el sobrenadante se ajustd a un pH de 7.0 con una =~
solucidn de NH,OH SN y se agregaron 225 ng/ml de -
sulfato de amonio ( eguivalente a 40% de satura-

cidn a 4°C ) el precipitado se recogid por centri-
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fugacidn (25 000 x g. durante 5 minutos } al so«
brenadante decantado se le agregaron 89 mg/ml de
sulfato de amonio y el precipitado que contiene ~
la enzima se recogib por centrifugacifn para des-
pués disolverlo en un volumen minimo de amortigua
dor de imidazol-HC1l 50 mM, pH 7.4 a 4°C. El sul-
fato de amonio se elimind por cromatografia de -~
filtracidn molecular en una columna de Sephadex
G~-25 eqguilibrada con el mismo amortiguador y de -
esta manera preparar la wmuestra para la cromato-
grafia de intercambio ibnico. En algunas prepa-—
raciones esta etapa se sustituyd con una diflisis
de 6 horas ' ( con un cambio de medio de didlisis a
las 3 horas } contra 50 a 70 volfimenes d¢ amorti-
guador de imidazol-HCl, hajo agitacibn a 4°C cn =
una membrana de didlisis Spectrapor 4, con un cor
te a los 10 000 daltones de peso molecular. La
muestra se aplic6é en una columna de DEAE Sephacel
equilibrada con el mismo amortiguador de imidazol.
La elucibén se llevd a cabo con un gradiente con-
vexo, formado con una bomba peristiltica de tres
canales ( Pharmacia modelo P-~3 )}, de acuerdo al =~
método de Lakshmanan y col. (34), de 0 a 0.25 M,

manteniendo constante la concentracibn del amorti
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guador. De esta manera la enzima sale como un solo
pico cuando la concentracidn de NaCl es de 0.095 -
0.10 M (figura c)las fraccidneseluidas.que tenian
una actividad enzimftica especifica mayor de 20 -~
25 unidades mg de proteina, se recogieron para agrg.
garles 0.45 mg/ml de sulfato de amonio y de esta ma
nera concentrar las proteinas por precipitacibn. Lue
go el precipitado se disolvid en un volumen minimo
de amoriguador Tris-HCLl 0.1 M pH 7.25.

La solucibn se aplicdé en una pequefa columna-
de un ml preparada con ia matriz de afinidad de epsi
lon-amino~N~caproil-D-glucosamina 6-fosfato agarosa,
contenida en una jeringa desechable del tipo para in
sulina. La matriz de afinidad se usf6 en una propor-
cién de un ml de gel por cada 10 mg de enzima pura.
La columna se lavd . con el amortiguador, y la enzima
fué eluida con una solucidn de GlcNAc6P 1.0 mM pre-
parada en el mismo amortiguador. La enzima sale como
un solo pico pronunciado, con una actividad especi-
fica constante de 800 - 900 unidades por mg de protei
na. Se juntaron las fracciones que contenian 1la -
enzima y se diluyeron con un volumen de glicerol y -
luego se alhacenaron a - 20°C. '

Comparada con el extracto inicial, la enzima ~-
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se purificd 1090 veces, con un rendimiento promedio
de casi 50%. Se obtuvieron aproximadamente 12 mg de
enzima pura a partir de 100 g. peso himedo de cé&lu-
las de E. cofd{. En la tabla I se presenta un resumen
de los pasos de purificacidn.

V. 2. Pureza de la enzima

Después de efectuar la electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de so~
dioc 0.1 %, la preparacidn enzim&tica reveld una ;ola
banda. En la figura 4, se muestran las electroferesis
realizadas con este método para todas las etapas de -~
la purificacibn. De igual manera la electoforesis en
gel de gradiente de poro ( 4-30% ) mostrd una sola -
banda v lo mismo sﬁcedié en la sedimentacidn en la-
ultracentrifuga en presencia de mondmeros de poliacri
lamida que fueron polimerizados y posteriormente te-
niidos. -

Todas lés fracciones que corresponden al pico -
obtenido en la columna de cromatografia de ultrogel-
AchA 34 presentaron una actividad especifica constan-
te y el pico fué simétrico. Las fracciones de elucibn
colectadas después de perforar los tubos de centrifu
ga en los experimentos de sedimentacidn en gradiente

de sacarosa, también muestran un solo pico con acti-
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ESQUEMA DE LA PURIFICACION DE LA GLUCOSAMINA 6-FOSFATO ISOMERASA

(DESAMINASA) DE ESCHERICHIA COLI B ( 100 g de biomasa ).

TABLA 1

v VOLUMEN PROTEINA UNIDADES ACTIVIDAD RENDIMIENTO PURIFICACION
PROCEDIMIENTO nl mg /ml TOTALES  ESPECIFICA No.VECES
EXTRACTO INICIAL 315 21.0 3.55x103 0.56 100 1

1

SULFATO DE PROTAMINA 350 6.25 3.41x10° 1.74 96 3.1
SULFATO DE AMONIO ' 3 : ' ‘

Al .
S O e i 6n 18.5 21.0 3.08x10 8.25 85 14.9
DEAD~SEPHACEL 4.0 5.3 1.96x10° 93,3 55,2 166.
N-aminocaprofl= 05 5.8 1.76x10° -~ 610,0 49,6 1090,
Glucosaminae6~P
agarosa

UNIDAD ; u moles de FruéP formadas a partir de la GlcN6éP, a 30°C; pHV7.7'

(v maXY




EXTRACTO INICIAL

SULFATO DE PROTAMINA

SULFATO DE AMONIO
40 a 55 % Saturacién

DEAE Sephacel

N-epsilon-aminocaprofl
Glucosamina -P agarosa

Figura d . Electroforesis en poliacrilamida en presencia
de dodecilsulfato de sodio de las diferentes

etapas de la purificacibn de la enzima,



vidad especifica constante. También se encuentra -
una fnica banda en electroenfogue en gel de polia-
crilamida al 6% (pH 3-9 y pH 5-8) y en electroenfo-
que de pH 3 a 9 en geles que contenian urea 6M y --

tritdn X-100 2%.

V. 3 Estabilidad de la enzima

La enzima purificada se almacend a - 20°C en -
amortiguador Tris-~HCl 0.05 M a pH 7.25, NaCl 0.05 M,
GlcNAc6P y glicerol a 50% (volumen/volumen); en es-
tas condiciones la enzima se mantuvo estable durante
varios meses. En cambio si la enzima se mantiene en
el mismo pH pero precipitada en sulfato de amonio -
al 50%, la estabilidad es menor y la actividad enzi
mAtica se pierde gradualmente. Por otra parte en la
electroforesis en gel de gradiente de poro y en la
cromatografia de exclusibn molecular, la enzima ya-
no mostraba la misma homogeneidad que en las condi-

ciones de almacenamiento anteriormente descritas.
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V. 4. Peso molecular y composicifén de subunidades

Se obtuvo un peso molecular por subunidad de
29000 Dalton { + 300 error esténdar )} a partir de la
electroforesis en gel desnaturalizante con dodecilsul
fato de sodio. Con este procedimiento se observb -
una sola banda lo que indica que aparentemente las~-
subunidades tigpen un peso molecular igual o muy se
mejante (figura e). Empleando la técnica de electro
foresis en gel con gradiente de poro se encontrb -~
un peso molecular estimado en 190 000 + 2 500 (figu
ra f). Mediante cromatografia de filtracibén molecu-
lar en ultrogel AcA 34 fué de 185 000 (figura g). =-
En la ultracentrifugacidn con gradiente de sacarosa
la enzima muestra un coeficiente de sedimentacibén -
de9.55+ 0.5, este valor fué calculado usando como-
patrones de referencia internos a la homoglobina, -
la aldolasa y la catalasa (figura h e i). Empleando
este valor y de acuerdo a el criterio de Martin y -
Ames {(27) el peso molecular asignado a la proteina-
por este procedimiento es de 19C 000. Cuando los re
sultados de la ultracentrifugacidn se analizan de -
acuerdo al gradfico propuesto por Calcagno y Renddn
(30) se obtiene un peso molecular de 175 000 Daltones

{ figura j).
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Figura e. Peso molecular de las cadenas polipeptidicas
de la enzima determinado por lectroforesis en poliacrilamida en -
presencia de dodecil sulfato de sodio. La flecha indica la distan
cia migrada y el paso molecular estimado. -

Patrones de calibracifn; 1. AlbGnina de suero boviro, 2. Catalasa
de higado de bovino, 3. Ovoalbfmina, 4. Anhidrasa carbbnica de -
eritrocito, 5. Quimitripsindgeno de cerdo, 6. Mioglobina de mis -
culo de caballo y 7. Citocramo C de msculo de caballo .
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Figura f£. Peso Molecular de la enzima mediante gra-
diente de poro. La flecha indica la distancia migra
da y el peso molecular correspondiente.

Patrones de calibracibn: 1. Ferritina de bazo de bo
vino, 2. Catalasa de higado de bovino, 3. Dimero de
albGmina de suero de bovino, 4. Glutatién reductasa
de Spirufina maxdima (dimero), 5. AlbGmina de suero

de bovino (monomerc) y 6. Ovoalbfimina .
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Figura gq.
Cromatograffa de la G1CNH,6P desaminasa en una columna de Ultrogel

AchA 34, en Tris~HCl 75 mM, pH 7.75 a 4°C . Columna de 1.6 x 100 cm

eluida a un flujo contante de 4.0 cm h-l. La flecha indica el valor

de Kav y el peso molecular estimado para la enzima,

Patrones de referencia ¢+ 1 - Catalasa, 2 - Fructosa 1,6 di-fosfato

aldolasa de miasculo de conejo, 3 - hemoglobina humana y 4 ~ Mioglo-

bina
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Los nlmeros tienen el mismo significado que en la figura h .
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Estimacidn del peso molecular de la glucosamina 6-fosfato desaminasa
mediante ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa en presencia
de monomeros de poliacrilamida, seguida de polimerizacién y tincidn.
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suero de bovino, % - OvoalbCmina, $ ~ lactoglobulina bovina
6 - mioolobina de caballo
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V. 5. Composicibén de amino&cidos

La composicidn de aminoidcidos de la glucosa-
mina 6-fosfato desaminasa se muestra en la tabla II
A partir de este resultado y de acuerdo al mé&todo y
datos publicados por McMeekin y col. (35) se calcu-
16 un volumen parcial especifico de 0.741 ml/g para
esta enzima. El peso molecular minimo calculado por
composicidbn de aminofcidos fué de 9872, lo que co-
rresponde a un peso molecular por subunidad de ---

29-406 Daltones.

V. 6. Espectro de absorcibdn

En la figura k se muestra el espectro de absor-
cibn en el ultravioleta medio de la enzima en solucibn
a pH 7.7 . En base a“la masa obtenida a partir del -
anflisis de aminofcidos se calculd un coeficiente de
absorbancia (275 nm), suponiendo un peso molecular-

de 178 000 daltones.
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Aminoacido ReEiduos por unidad

AsXx 27
Thr 15
Ser 10
Glx 24
Pro : 9

Gly 18
Ala : 21
Cysteic Acid . ' 4

val ' 20
Met ' 9

Ile 12
Leu\ 24
Tyr ~ 8

Phe 12
His 12
Lys ' 15
Arg ‘ 11
Trp . ) 6

TABLA II. COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA GLUCOSAMINA
6-FOSFATO ISOMERASA ( DESAMINASA ).
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V. 7. Punto isoeléctrico

Empleando el enfoque isoeléctrico analitico =~
en placas delgadas de gel de poliacrilamida én un -
intervalo de pH de 4 a 6, se encontrd que el pH en-
el punto isoelé&ctrico de la enzima fué de 6.0 (fi~-
gura 1) . Cuando el enfoque isoelé&ctrico se reali-
2z en gel de poliacrilamida en un pH de 3 a 9 en -
presencia de urea 6M y Tritdn X-100 se confirmd -

el anterior resultado.

V. 8. Actividad molecular

La actividad molecular de la enzima se midid -
tanto en el sentido catab&lico como en el sentido -
biosintético de la reaccibn siempre con GLcN Ac6P --
1.85 m¥ a pH 7.7 . En ambos casos los resultados se
obtubieron extrapolando los resultados cinéticos a
concentracibn infinita de los sﬁstratos, por otro -
lado la concentracibn de la enzima se establecid =~
mediante su absorbancia a 275 mm. De esta manera los
valores formados fueron 44.2 seg 1 en 1a direccién

catabblica de la reaccibn y de 4.25 seg ! en 1a -
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pH

Figura 1 . Enfoque isoeléctrico en gel de po -

liacrilamida al 6 % en anfolitos pH 5 - 8 . La
fecha indica la posici6n de la banda de protef-
na. Los puntos corresponden a medidas de pH rea
lizadas a distancias regulares (cada 5 mm) so -

bre el gel .



direccidn de la formacidn de la glucosamina 6-fosfato

V. 9. Comportamiento cooperativo

Los estudios cinéticos se hicieron en ambas di-
reccidnes de la reaccidn. Cuando se estudiaron las -
velocidades en la direccidn catabdlica como una fun-
cibn de la G1lcN6P, se encontrd que la enzima mostra-
ba una intensa cooperatividad (figura m). E1 grado -
de cooperatividad se midid por medio del valor extre
mo del nimero de Hill (h), de acuerdo a Wyman (36).
De esta manera se observd que el fendmeno de coopera
tividad depende fue;temente del pH, como se muestra-
en la figura n. La cooperatividad resulta méxima en-
el intervalc de pH de 7.5 a 8.0 a 30°C (Tris-HCl), =~
con un nlGmero de Hill cercano a 3.0. El valor de - -
SO.S en estas'condiciones es de aproximadamente 15 -

mM ( recuadro de la figura m), el valor de la constan

n
te K' en la ecuacidn de H31ll v - 5 equiva-
vm k' + s"
le entonces a 8" . = (15X10.°)° .
0.5 M

En la direccibén biosintética de la reaccidn - -

también se presenta una cin&tica con cooperatividad -
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Figura m .
velocidad inicial de reaccibn en funcién de la concentracién de gluco-
samipa ( sentido catabélico de la reaccibn ).
—Q—— En ausencia de activador.
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En presencia de GlcNAcCEP mM { nH 7.7, 30°C ).

Recuadro : Gréifico de Hill de los mismos resultados. La velocidad mi -

»ima utilizada para este grdfico se tomé de la curva correspondiente

al experimento en presencia de activador.
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homotrbpica positiva con respecto a la FruéP, sin -
embargo el NH3 se comporta como un sustrato de tipo
Michaeliano. El valor extremo del nlmero de Hill pa
ra la Fru6P, es independiente de la concentracibn -
de NH3 y también depende del pH perc en un menor ==
grado y su valor se encontxd de 1.3 a pH 7.7 ( figu

ra fi} .

La GlcNAc6P funciona como un modelador alost&-
rico con efecto K positivo (figura o), en ambas di-
recciones de la reaccién hace posible la eliminacibn
del comportamiento cooperativo cuando estd presente
a una concentracidn suficiente como para saturar a
la enzima ( figura p ). Este compuestoc carece de --

efecto sobre el ¥m de NH4C1 (figura q).

V. 10. Dependencia de los parémetros cin&ticos con-~

respecto al pH

Ya se ha mencionado la dependencia de la coope
ratividad con respecto al pH (figura n). En el sen-
tido catabblico de la reaccibn y en presencia del -~

activador alostérico, GlLcNAc6P, la enzima presenta
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Figura fi .

Reaccién en sentido biosint&tico. Cooperatividad con respecto a la
Fru6P, puesta en evidencia a través del grafico de Hill. Estos datos
provienen de un experimento semejante al mostrado en la figura m .

Concentracidn de NH,Cl constante, 30 mM ( pH 7.7, 30°C ) .
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Reaceifn en sentido catab6lico. Representacién de los datos de un ex-
perimento semejante al de la grdfica m en forma de grdfico doble re -
cfproco. pH 7.7‘, ioec .

A - En presencia de GlcNAc6P 0.25 mM. r=0.99 , Km = 7.3

B - En ausencia de activador.

Sc observa que la grdfica doble recffoca en ausencia del actj;vador
presenta la concavidad hacia arriba caracteristica de la cooperativi-

dad positiva .
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Pigura p,

La GlcNAc6P produce la desaparicién de la cooperatividad en el sen’

tido catabdlico de la reaccibn. NGmero de Hill, h, en funcién de 1la
concentracién de activador. (pH 7.7, 30°C) .
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Figura q.

Efecto del GlcNAC6P sobre el Km con respecto al NH4Cl (coordenada del
sustrato expresada en concentracién de NH3). También se observé el
efecto de la guanidin difosfato sobre la activacién por GlclNAcEP
(pi 7.7, 30°C ).

A - Control, sin agregados.

B ~ GlcNAc6P 0.14 mM + GDP 5 mM,

C - GlcNAC6P 0.14 mM .



una velocidad méxima pr&cticamente constante dentro
del intervalo 6.8 a 9.2 . La constante de Michaelis
para la GlcN6P resulta menor entre pH 7.6 y 8.2 ; -
esta propiedad configura un pH 6ptimo para la enzi-
ma en el sentido de la formacidn de la Fru6P en ese
intervalo de pH (figura r).

En la figura s, se muestra el Km para la FruéP en -
funcidn del pH. En esta grafica se observa una depen
dencia semejante, con respecto al pH, con una zona

Sptima de 7.2 a 7.8 . El an&lisis gr&fico seglGn - -

Dixon (37), muestra una porcidn recta, de pendiente
+1 de pH de 6.5 a 7.5, una porcidn de pendiente cero
hasta pH 8.2 vy luego una porcibén de pendiente -1, =~
pero tan prézimos entre si que el andlisis de Dixon
no es valido (38).

Cuando se estundia el Xm con respecto al NH4C1, en =~
funcidn dei pH, se encuentra los resultados que se
presentan en la figura u. En uno de los ejes de esta
grifica, se han expresado los resultados como pKm -

= - log Km) para las concentraciones calculadas de

ion NH4+ presente en la mezcla de reaccidn. En el -
otro eje, se hizo lo mismo, pero calculando el pKm-~-
en base aconcentraciones efectivas de NH3, la espe~

cie no portonada del sustrato. En el primer caso --

34



Km NGlceP

(mM)

-'/f[ 1 1 1 T
%/0o
S o o -
- \Q.__’o/ L 2 7
¢ 1 1 1 1
7 6 7 8 9
. pH

Figura r.
Estudio de la variacién de los par8metros cinéticos ( Km, Vmdx
con el pH, en el sentido catab8lico de la reaccién, a 30°C .

] Vméx

(o] Km para la glucosamina 6-fosfato.
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Estudio de la variaci®&n del Km con respecto a la FrubP en funcién

del pH. Medidas realizadas a concentracibn constante de NH,Cl { 25mM )

a 30°C .
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Estudio de la variacién del p¥m con respecto al NH3 y al NH,+ en

funci8n del pH. La pendiente experimental es de ~ 1.1 (r=0.99) .



se observa una valor de pgm practicamente constante
entre los valores de pH de 6.8 v 9.0 . En este mismo
intervalo, la variacidén del pKm para el sustrato no
protonado, disminuye con una pendiente de -1 ( -1.1

en el resultado experimental ) .

V. 11, Cin&tica en ausencia de productos

Los patrones de velocidad inicial (figuraV) in-
dica que los Km para la Fru6P son independientes de
la concentracibn de NH, (agregado como NH4C1), y vi-
ceversa. Se trata de un caso particular de la ciné-
tica de enzimas secuenciales birreactantes, en la -
cual la constante de inhibicidn por productos de un
sustrato dndo es numericamente igual a la correspon
diente constante de Michaelis. En este caso, los pa
trones de.velociéad inicial toman la forma de una -
familia de rectas intersectantes en el eje de las -~
abcisas. De acuerdo a esta observacibn, es posible-
estudiar el Km para cada uno de estos dos sustratos
en funcidén del pH, a una concentracidn cualquiera y

fija del otro sustrato. Esta independependencia del
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Km de un sustrato con la concentracidn del otro -
permite ademds, analizar el comportamiento coope-
rativo de cada uno de los sustratos del sentido -~

birreactante en forma totalmente independiente.

V. 12. Cin&tica de la activacibn por GlcNAc6P

CTuando se estudia la activacidn por GlcNAc6P

a concentracibn elevada de GLlcN6P (30 mM, aproxima-
damente 10 Km, lo gue a veces se considera como cri-
terio de saturacibn ) se observa un incremento de -
las velocidades iniciales, en funcién de la concen-
tracibn del activador, tal como se muestra en la fi
gura w. La curva es de tipo sigmoide, semejante a -
una curva de saturacién con cooperatividad homotrépi
ca positiva. Calculando una velocidad m&xima extrapo
lando los datos gorrespondientes a las concentracio-
nes elevaéas, (que siguen aproximadamente una saturgh
cibn hiperbblica) mediante los procedimientos usuales,
se puede aplicar la ecuacidn de Hill en su forma do
ble logaritmica, y calcular los valores de h. En —-
este caso se observa un valor de h iqgual a 2.8 . El

valor de S calculando es de 58 uM, y el indice de

0.5
cooperatividad de Koshland ( S, 4 / S0.1) (39 ) es

diez.
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Figura V.,

Patrones de velocidad inicial en el sentido biosintético, aqr&ficos de

doble recinrocos. .

A. Patrones de velocidad en funcién de la concentracién de Fru6P a di-
ferentes concentraciones fijas de HH4C1 ouve se indican en cada una
de las rectas en presencia de GlcNAc6P 0,12 nM,

1, Patrones de velocidad en funcidn de la concentracidn de NH4C1 a di-
ferentes concentraciones fijas de Fru6P oue se. indican en cada una
de las roctas; en este caso no se utiloz$H GlcMAc6P.

En todos los casos se utilizd Tris-IICl 0.25 mM ol 7,7 a una concentra-

cién de enzima de 5 mnoles/iml con un tiemno de incubacidn fijo de 20
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Figura w.

Velocidad de reaccidn en sentido catabblico, en funcibn de la con-
centracidn del activador.
B. Solucibn con GDP 5 mM; nGmero de Hill 2,4 (r=.99) So 5 58 wM.

A. En ausencia de GDP 5 mM. Nimero de Hill 2.8 (r=.96) So.5 IB%ALM.



En la misma figura w se observa el efecto de
la adicidén de la 5' guanidina difosfato sobre el -
efecto activador de GlcNAc6P sobre la reaceidn en

sentido catabdlico, La S aumenta tres veces sin

0.5
que se produzca una notable modificacibén de la coo
.peratividad. Cuando se analiza este efecto en fun-
cidn de la concentracibn de GlcHGP o FruéP, en uno
u otro sentido de la reaccibn se comprueba que este

nuclebtido es inhibidor, y que su efecto consite -

en contrarrestar la accibn activadora de la GlcNA6P.
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se presenta una técnica de -

purificacibn de la glucosamina 6-fosfato isomera-

sa (desaminasa) de E.cofd en la cual se hace uso de

la interaccibn especifica entre la enzima, y su -
ligando alostE&rico. En =ste caso, se emplea un ~-
andlogo, la epsilon-amino-N-caproil-glucosamina-6
~fosfato unido covalentemente a un soporte inerte
de gel de agarosa en forma de pequefias particulas

esféricas.

Si bien el modelador positivo de la enzima -
es el N-acetil derivado de la GlcNHZGP, hemos obe
servado que el homdlogo superior corres?onaiente,
N-propionil glucosamina-6~fosfato, tiene las mis=-
mas propiedades (40). Esto nos llevd a suponer ~-
que la longitud de la cadena del grupo acilo N-
substituyente no es un factor determinante de la
cadena del grupo acilo N-substituyente no es un
factor determinante de la afinidad del activador
por el correspondiente sitio alostérico, y por -
lo tanto, podria utilisarse un grupo de mayor --—
longitud para "anclar" este ligando a una matriz

inerte para crear un medio de cromatografia de -
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afinidad para la purificacién de la enzima. Es -
importante tener en cuenta la longitud dada por
los seis metilenos del grupo caproil que son ne
cesarios como espaciadores, para permitir la in
teraccidn entre la proteina y el ligando sin in

terferencias de tipo est&rico.

Otra posibilidad para fijar al activador o
algln anilogo estructural del mismo, podria ser
sa unidn a través del grupo éster fosfato en C-6
o bien el OH situado en el carbébn anomérico u -

otro OH libre ( C-3,C-4 ).

En oxperimentos preliminares no reportados,
hemos intentado obtener una matriz de afinidad -
fosforilando la guitina, de acuerdo a la técnica
de Hoffpawir y Guthrie (41) con acido fosfbrico
concentrado en solucibn de urea concentrada. Si
bien se obtuvo un grado aceptable de fosforila-
cidn del polimero, el material resultante no es
capaz de retener la enzima. Esto evidencia tal
vez la necesidad de que el carbon 1, el 4 o am-
bos tengan su Oll libre, o simplemente que el ~-

ligandoc no resulta accesible a la enzima por --
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impedimento estérico. Otro ligando que podria -
utilizarse para la creacibén de una matriz de afi
nidad para esta enzima, es la guanidina monofosfa
to o la guanidina difosfato. De acuerdo a resulta-
dos de nuestro grupo (42), estos nuclebdbtidos ac-
tudn como moduladores negativos de la enzima, ‘con
trarrestando el efecto activador de la GlcNAc6P -
(figura W) . Sin embargo la afinidad aparente de
la enzima para estos nuclebtidos no es tan baja -
como por la GlchNAcéP, (Ki de 2 a 5 mM) lo que da
lugar a condiciones menos favorables para la cro-
matografia de afinidad; adem&s, la interaccifn -~
seria selectiva, gue con el N-acetil aminoazQcar.
En cuanto a los sustratos no resultan adecuados. =
para este fin, por su elevado Km (2.0 mM aproxima
damente para la Fru6P y 1la GlcNstP, ambos a con-
centracibn saturante de GlcNAc6P, pH 7.7 30°C). -
S6lo un inhibiddr competitivo de la enzima, la =~
2-desoxi 2-amino glucitol 6-fosfato (sorbitolami-
na 6-fosfato, SNH,6P) tiene una constante de inhi
bicidn suficientemente baja (5 micromolar), como
para plantear la posibilidad de emplear esta inte
racciébn para desarrollar una técnica de afinidad,

sin embargo, no es facil resolver en forma inmedia
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ta cbmo ligar este inhibidor a una matriz de aga
rosa u otro material de soporte y seria necesario
realizar un estudio sistemltico de las propiedades

de este ligante.

La especificidad de la unién de la enzima -
al medio estacionario de la columna, es de espe-
rarse que sea muy elevada. Sin embargo, otras --
enzimas presentadas como impurezas también podri
an fijarse en forma especifica, como la N-acetil
glucosamina 6-fosfato desacetilasa (E.C. 3.5 = =
1.25 }., N-acetil glucosamina 6~fosfato mutasa -
(EC. 2.7. 5.2) o incluso la glucosa 6- fosfato--
deshidrogenasa (E.C. 1.1;1.41.1 que como hemog -
visto, también es cabaz de utilizar la GlcNAcé6P
como sustrato. Tambifén existe la posibilidad de -
interacciones inespecificas, por simple efccto
de intercambio ibnico sobre los grupos fosfato =
inmovilizados, o por tratarse de enzimas de espe
cificidad amplia, como por ejemplo algunas fosfa
tasas presentes en E.cofi. Hay que tener en cuen
ta que una desacetilasa u otra hidrolasa, al igual
que una fosfatasa inespecifica danaria la matriz

de afinidad haciéndola inservible.
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Por este motivo, no es posible emplear la -
cromatografia de afinidad desde el comienzo de la
preparacién, por ejemplo en la fraccibn de sulfa-
to de amonio entre 40 y 55% de saturacién, (etapa
III, tabla 1l). Con la finalidad de proteger la ~=-
matriz de afinidad, para cuya preparacibén se em-
plean materiales costosos, se agregd la etapa IV

(tabla 1) consistente en una cromatografia de -
intercambio i&nico de DEAE-Sephacel, que es una
forma comercial de celulosa en forma de pequenas
esferitas, con grupos dietil-aminoetil termina-
les.

Los fenbmenos inespecificos de adsorcibn por
interaccibn electrostitica pueden compensarse o -
eliminarse mediante una fuerza ibnica elevada. Por
este motivo hemos incluido en nuestro amortiguador
de trabajo una cierta concentracibn de cloruro de
sodio, La especificifad de la etapa de afinidad -
depende también de la elucibn que llevemos a cabo
mediante el pasaje por la columna de una solucién
de GlLcNAc6P 1 mM. La elucibn se puede hacer tambien
por cambio de pH, aumento de la fuerza ibnica, o
ambos, con la ventaja de no consunir un metabolito
costoso y que no se obtiene de fuentes comerciales,

Sin embargo, se someteria la enzima a extremos de
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pH que podrian disminuir el rendimiento de la pre-
paracibén por desnaturalizacibn de la enzima. E1 -
pH de adsorcibn y elucién fue escogido en forma em
pirica en 7,25. Si se usa un pH dentro del inter-
valo de pH O6ptimoc de la enzima (7.7) no es posible
eluir la enzima con GlcNAc6P 5 mM. A pH 7.25 la -
afinidad de la enzima por la matriz es menor, y -
permite realizar el paso de purificacibn en con-
diciones mis favorables, y con mayor economfa de
activador. La enzima purificada, ha demostradc ser
homogé&nea, de acuerdo a diversos procedimientos y
criterios de pureza. Su actividad especifica es

de 1060 unidades por miligramo de pxoteina, el -
valor mds elevado que se haya publicado para una
@:eparaciénvde esta enzima en E. coli. Esto se -~
debe a que otras preparaciones eran sblo purifi-
caciones parciales, (2,3,7) aunque en algunos ca
sos los autores reportan homogeneidad electroforé
tica (15). Hay que tener en cuenta ademfs que nuesg
tras medidas de actividad se basan en velocidades
méaximas verdaderas, obtenidas extrapolando las -~
velocidades a concentracién infinita de sustrato,
y no simpies medidas de actividad a concentracidn

elevada de sustrato, cosa que con esta enzima no
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es posibles debido a los elevados valores de Km -
para la GlcNH2 6P. Los resultados sobre el peso -
molecular de la enzima nativa y de subunidad, per
mite deducir que esta proteina posee una estruc-

tura cuaternaria hexamérica, constituida por subu
nidades de masa igual o muy semejante. Estas seis
subunidades pueden estar dispuestas de acuerdo a

tres tipos fundamentales, el hexigono plano, el -
octaedro ( o antiprisma trigonal ) y el prisma =--

trigonal.

Los datos de microscopia electrbnica recien-~
temente obtenidos por el grupo (43) muestran una
estructura aproximadamente circular de 17.8 + 1.3
nm de di&metro con una distribucibn plana compues

ta por seis subunidades.

Si hien la t&cnica de electroforesis en pre-
sencia de dodeeil sulfato de sodio, no permite de
tectar pequenias diferencias de peso molecular, --
como las que existen entre las cadenas alfa y beta
de hemoglobina, por ejemplo, la identidad de las
seis subunidades puede resolverse por electroen-

foque en medios desnaturalizantes. En este caso -
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la separacifn se basa en el pH isoeléctrico de 1la
enzima y no en su peso molecular, y una pequena -
diferencia en la comiosicibn de subunidades de dos
tipos semejantes pero no iguales seria detectada.
En estas condiciones, se ha observado la apari-

cibn de una Qnica banda perfectamente enfocada.

Por lo tanto, es posible suponer que se trata
de un hex8&mero formado por seis subunidades igua-
les de 29 500 daltones de peso, aproximadamente.

El peso mé&s probable para la mol&cula entera, es

entonces de 177 000 daltones. El pH isoeléctrico,
y la composicibn de amino8cidos no ofrecen parti-
cularidades notables, constituyen informacidn gue
podrd ser Gtil en ulteriores estudios comparados

con otras fuentes de esta enzima, cuando sean es-
tudiadas.

La composicifn de aminodcidos proporciona in
formacibn Gtil ademfs, para el trabajo estructural,
mediante datos como el coeficiente de absortividad
molar, gue hace posible trabajar en el experimentos
cinéticos conociendo con precisién la concentracién
de la enzima, y el volumen especifico parcial, que
podr& hacer factible la medida precisa del peso mo

lecular por sedimentacifn en equilibiio,en caso de
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disponerse de instrumental adecuado para ellg,

El estudio cin&tico revela que la enzima ad-
quiere una cinética perfectamente Michaeliana, a
concentracibn satufante de GlcNAc6P. Esto permi-
tirfa plantear la validez de un modelo de fijacibn
exclusiva (modelo de Wyman-Monod-Changeaux res-—
tringido). Esta hipbtesis ha sido verificada re-
cientemente en nuestro laboratorio. Los datos para
la reaccién en sentido catab8lico pueden ajustar-
se a la ecuacibn de Horn y Bjorning (44) basado en
la fijacibn exclusiva de GlcN6P. Los datos se ajus
tan con correlacidn mayor o igual a 0.97, y permi-
te calcular una constante alostérica de 80.1 y un
nimero de sitios inteactuvantes de 3.0 { resultados
no publicados). De confirmar estos resultados ha-
brd que suponer que cada sitio esta formado con -
la contribucibn de dos subunidades vecinas.

El estudio de la cin&tica de velocidades ini
ciales, en presencia de GLcNAcC6P muestra un caso
muy particular de un mecanismo de tipo secuencial,
en el cual la cin&tica en ausencia de productos -
puede describirse s6lo con dos constantes relacio

nadas cada uno con cada sustrato. { En los meca-
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nismos secuenciales se requieren tres constantes;
dos constantes de Michaelis y una constante de -~
inhibicién). En este caso, Kia = Km para ambos =--
sustratos (Frué6P y NH3), lo gque da lugar a esta -~

ecuacibn cinética:

v - (Fru6Pp) (NH3)

—;:n. - [KmFruSP + (Fruspa Y_K\'D.NH-Z + (NH4+)]

Nuestros résultados no permiten sacar una conclu~
siBn acerca del orden de adicibn de la FruéP y el
NHX al sitio activo. Este aspecto ha sido estudia
do recientemente por Silva y Suastegui (45) me-
diante experimentos de inhibicibn por productos,
inhibidores competitivos, sustratos alternativos

y experimantos en equilibrio.

Nuestra preparacidn enzimitica presenta una
intensa cooperatividad homotrbpica positiva con -
respecto al sustrato, en el sentido catabblico de
la reaccibn. También existe una leve cooperativi-
dad del nismo tipo con respecto a la Fru6P, pero
el NHZ es un ligante absolutamente michaeliano.

Esta propiedad de la enzima de E.Cof{ no ha sido
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observada hasta ahora por ninguno de los otros au-
tores que han estudiado esta enzima en bacterias,-
hongos y tejidos animales. Esta discrepancia podria
explicarse suponiendo que dicha propiedad sea exclu
siva de la enzima de E.co0f{, pero que no aparece -
en otras especies. Sin embargo, tampoco ha sido ob
servada por Comb y Roseman (2) ni por Milderfort y
Rose (15), gquienes trabajaron con E.coli.La inten-
sidad del fenbmeno es tal gue no es posible supo-
ner gue haya pasado inadvertida. Tal vez, como -
nuestra técnica de preparacibn esta basada en -~
procedimientos menos agresivos, posiblemente ob~
tenemos la enzima en una forma particularmente in
tacta. Bsto es v&lido, rincipalmente para la eta
pa de cromatografia de afinidad.

En las enzimas alost@ricas es frecuente encon
trar cooperatividad homotrdpica positiva con res-
pecto a algunos dé los sustratos, y no es de sor-
prender que esta enzima siga la regla general. Una
excepcidbn bien conocida, a esta tendencia, es la -
enzima glucosamina 6-fosfato isomerasa (formadora-
de glutamina), tambi&n conocida como glucosamina-
sintetasa (E.C. 5.3.1.19.). Aunque se hubiese podi

do esperar que las dos glucosamina 6-fosfato isome
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rasas estén evolutivamente realcionadas, y com-

partiesen esta propiedad, (alosteria sin coopera
tividad), nuestros resultados muestran una clara
interaccifn entre las subunidades que fijan la -
GlcNH,6P, que es mis intensa a su pH 6ptimo, que

la correspondiente a la hemoglobina.

En el sentido opuesto de la reaccibn, la en
zima se asemeja mds a la isomerasa dependiente de
glutamina, ya gque si bien estd sujeta a importante
regulacién alostérica, presenta una cooperatividad
minima con respecto a la Fru6P, sustrato cuyo Km
es intensamente modificado por la GlcNAcC6P. Es im
portante seﬁalar; que la cooberativiaad bomotr&bi
ca en sentido catabblico es muy intensa, mientras
que en el sentido opuesto es apenas detectable. -
Los principales modelos que se han propuesto para
explicar tanto el comportamiento coopetativo como
la regulacidén por efectos alostéricos proporcionan
una visidn unificada de ambos procesos, que son -
una consecuencia de conformaciones extremas, con
afinidades diferentes por los sustratos hacia los
cuales existe cooperatividad, o por los ligandos

activadores o inhibidores (47,46). En esta enzima,
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se observa que en el sentido catabblico, la rela-
cibn entre cooperatividad y activacidn por GlcNAc6P
es la esperada de acuerdo a la teoria. La activa-
cibn, consiste en la adquisicibn de cinética hiper
k6iica ( h cambia de 3 a 1 ), pero la velocidad -~
méxima no se modifica. Esto es lo que Monod denomi

na un sistema K puro (46).

En sentido biosint&tico, en cambio, la coope-
ratividad es escasa, y su desaparicibn produciria
poca o ninguna activacifn. Sin embargo la activa-
cibn en este sentido es intensa, y se manifiesta
como una reduccibn muy significativa de la Km para
la Pru6p bor la accibn del activador, GlcNAc6P. -~
En este sertido de la reaccibn, la activacidn es -
muy semejante a la cinética obtenida con un acti-
vador de tipo esencial (salvo una pequefa veloci-
dad basal sin actfvad;;), en que para cualgquier -

concentracién de activador, la cinética es de tipo

Michaelis-Henri.

Llama la atencibn que en una misma molécula
alostérica, y un sitio ligante igual, (el sitio de
la Fru6P y el de la GlcNHZGP son necesariamente -

el mismod; aunque alguno de los grupos ligantes --
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que pafticipan en uno y otro caso pueden no ser los
mismos) la activacién por GlcNAc6P pued& explicar.v
por la desaparicibn de la cooperatividad en un sen
tido de la reaccibn perc no en el otro, para el -
cual es necesario postular una activacibn alosté-
rica en un sistema no cooperativo. Esta Gltima si
tuacidn ha sido mencionada por Monod y col. (46)
como una caracteristica de la glucosamina 6-fosfa
to sintetasa (glucosamina 6-fosfato isomerasa, de
pendiente de la glutamina) y gue cs incompatible
con su modelo de las transiciones concertadas. La
enzima, tanto de higado de rata, como de cartilago
de pollo {(49,48) es inhibida por 5' AMP y UDP~Gl
cNAc, y se ha demostrado el carfcter alostérico =~
de estas inhibiciones. Sin embargo, tanto 1a enzi
na fuertemente inhibida; como la enzima sin inhi-
bidores presenta una total ausencia de cooperati-
vidad. Este fenBmeno no ha sido suficientemente =~
esﬁudiado, y por lo contrario, la gran mayoria de
las enzimas alosté&ricas presentanJcooperatividad,

como lo requieren los nodelos mencionados.

En nuestro caso, hemos encontrado en una misg

ma molécula de enzima un comportamiento alostérico

50



cl8sico, monodiano para el sentido catabdlico, y
un comportamiento no ajustable al modelo cl3sico,
para la raccidn reversa, afin cuando el activador
es el mismo ligando, la GlcNAc6P. Estas observa-
ciones tendran gue llevarnos a replantear la in-
terpretacidn tebrica de las propiedades alostéri
cas de esta enzima aungue al momento presente, no
tengamos un modelo interpretativo de este compor-

tamiento aparentemente anormal.
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