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1 RESUMEN

La glucosamina 6 fosfato isomerasa, tambien llamada desaminasa,(2-amino-2-desoxi-D-
glucosa-6-fosfato ceto isomerasa (desaminasa), EC 5.3.1.10) es un homopolimero hexamérico
(Calcagno y col.,,1984) que cataliza la conversion reversible de la glucosamina-6-fosfato
(GIcN6P) en D-fructosa-6-fosfato (Fru6P) y amonio. Es la enzima clave en la via del
catabolismo de los aminoazicares en la bacteria Escherichia coli la cual estd regulada tanto a
nivel de la transcripcion como de las proteinas.

Anteriormente por técnicas espectrofotométricas se demostrd la presencia de residuos de
tirosina (TYR) que participan en la union de ligandos homotropicos y heterotropicos
(Altamirano y col, 1994). Estos residuos corresponden a {a TYR 121 y la TYR 254 que son
relevantes en la funcion de la enzima y se encuentran asociados a los cambios estructurales
y funcionales producidos por la unién del sustrato (GIcN6P).

Basados en las observaciones anteriores se procedio la realizacion de mutantes sitio especificas
en la posicion 254 de la secuencia lineal de aminoacidos, por diferentes residuos aminoacidicos.
El presente trabajo describe Ia purificacion y caracterizacion cinética de las mutantes Y254W,
Y254F y Y254UGA.

A partir de biomasa sobreproductora de la bacteria £.coli K12 de la cepa 590 transformada con
el plasmido pTZ18R, portadores del gen nagB que codifica para la glucosamina 6-fosfato
desaminasa, se purificaron las enzimas modificadas genéticamente en la posicion 254. Tales
mutantes fueron: TYR254-TRY254 (Y254W), TYR254-UGA (Y254UGA O Y254STOP) y
TYR254-PHE254 (Y254F). Dos de estas mutantes consisten en una sustitucion de un
aminocido por otro y en otra, la 254STOP, se produjo una delecion de doce residuos en el
extremo C-terminal. Las enzimas mutadas se purificaron por medio de cromatografia en
columna. Se utilizo cromatografia de interaccion hidrofobica en una columna de fenil-sefarosa,
para purificar la desaminasa Y254F, cromatografia de intercambio ionico en una columna de
DEAE-Sephacel para el caso de la mutante Y254UGA y cromatografia de afinidad alostérica
para Y254W.

En los estudios cinéticos de la mutante Y254W, se observa una cooperatividad homotropica con

un coeficiente de Hill maximo (h.) de1.74 en comparacion con la enzima silvestre que presenta



un coeficiente de Hill de 3.02+0.09. Al mismo tiempo se observa una intensa inhibicion por
sustrato, con una constante de inhibicion de 109 mM en ausencia del activador alostérico
(GlcNACc6P) y de 3.90 mM en presencia del activador. Cabe mencionar que este valor es del
mismo orden de magnitud que la constante de Michaelis para el sustrato, que es de 2.210.09
mM. Esta inhibicion sugiere la posibifidad de que el sitio activo permite la entradé de dos
sustratos al mismo tiempo. Estudiando esta posibilidad con diferentes sustratos: GlcN-ol-6P
(inhibidor sin salida), ion amonio, fosfato inorganico, D-ribosa-5-P y Fru6P, se determiné que
el sitio para el amonio no se encuentra alterado ya que la presencia de éste a diferentes
concentraciones no altera las constantes de inhibicion para la enzima, sin embargo, la region
de reconocimiento del fosfato esta alterada puesto que los sustratos fosforilados aumentan la
constante de inhibicion (K.

El cilculo por titulacion de los grupos tioles con DTNB de |a absortividad molar para la enzima
es de €,gv2sn=21 X 10°M™ cm” a 412 nm, el punto isoeléctrico calculado mediante geles en
gradiente de poro para la mutante Y254W es de 6.40 y la constante catalitica por monomero
es de ,,=232+11 s’ en ausencia del activador y de 223+0.3 s’ en presencia de éste. Los
estudios cinéticos de la mutante Y254F presentan un efecto de tipo mixto donde la velocidad
méxima y el S,, se ven modificados por la mutacion, el valor del coeficiente de Hill maximo es
de 1.7420.11 mientras que la &, es de 3620.3 s en ausencia y de 57.6+0.1 s en presencia del
activador alostérico. La absortividad molar es de €,,y256= 24 x 10*°M” cm™ 2 412 nm, el plI=
6.50 y el PM en geles de gradiente de poro es de 179.5 KDa.

En cuanto a la mutante Tyr254UGA se ha encontrado que es inestable y no ha sido posible
obtenerla como proteina pura. Los estudios realizados con una fraccién de sulfato de amonio
parcialmente purificada, revelan que la enzima sigue siendo cooperativa y presenta un
coeficiente de Hill maximo de 2.04£0.19, la &, para esta mutante es de 64.1+5 en ausencia y
de 50+0.4 en presencia del activador. El valor para [a constante de Michaelis es de 34.40+5. El

peso molecular experimental en geles de gradiente de poro es de 172 kDa y el pI= 6.9



11 INTRODUCCION
2,1 Metabolismo de los aminoazicares, GlcN y GleNAc

Los genes del reguldn nag de E. coli

Los genes que codifican a las proteinas relacionadas con el catabolisino de los aminoaziicares
estan agrupados en el regulon nag que se localiza a 15.5 min sobre el mapa cromosomico de
E. coli y esta formado por dos operones divergentes nagE y nagBACD (Fig. 1), que en conjunto
poseen cinco genes, en una direccion se transcribe el gen nagE, que codifica para la proteina
transportadora especifica (EII™*) de GIcNAc de! sistema de transporte de la fosfotransferasa
dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS) y produce GicNAc6P intracelular (Plumbridge, 1989).
En la direccion opuesta se expresan los genes nagB, nagA, nagC, nagD. E| gen nagA codifica
para la enzima N-acetil glucosamina 6-fosfato (GIcNAGP) desacetilasa, que hidroliza a la
GlcNAC6P dando GIcN6P y acetato. El gen nagB codifica a la enzima GIcN6P desaminasa que
degrada a la GIcN6P en Fru6P y ion amonio. El tercer gen, nag(’, codifica para una proteina
represora del regulon que tiene su sitio operador en la region intergénica entre nagE-nagB. En
esta region intergénica hay dos sitios de union para la proteina nag(’ y también tiene un sitio
de union corriente arriba del gen manX (region promotora que se localiza corriente arriba del
sitio de iniciacion de la transcripcion) (Plumbridge, 1991). Vogler y Lengekler han demostrado
que en mutantes nagC menos la GIcN6P desaminasa puede cumplir una funcion biosintética
debido a su reaccion reversa. En cuanto al gen nagD se ignora su funcion. La proteina que
codifica tiene identidad estructural con la familia de las fosfatasas, en especial con la p-
nitrofenil fosfatasa de £. coli. Por otro lado, en las mutantes nagD’ no se ve alterado su
crecimiento. (Plumbridge, 1989). Los aminoazicares GIcNAc y GIcN son transportados al
interior de la bacteria (fig. 1) por una proteina acarreadora del sistema PTS que a su vez
fosforila a los aziicares formando intracelularmente GlcNAC6P y GIcN6P. La GIcN se
transporta al interior de la célula y se fosforila por medio de un acarreador de hexosas
especifico del sistema PTS denominado EIIM;P/IIIM" que es codificado por los genes del

operon de la manosa, manXYZ.
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Figura 1. A) Vias melabdlicas y biosintéticas de los aminoazticares.B)
Representacién esquematica de los genes del regulén nag y las protefnas que
codifican (Plumbridge, 1989).

La GIcNAc es transportada y fosforilada por medio del acarreador especifico del sistema PTS
denominado EIT™® que es codificado por el gen nagE del regulén de los aminoazicares. En
1968 White al estudiar las propiedades de la desacetilasa y de la desaminasa, observo que la
adicion de N-acetil-glucosamina-6-P (GIcNAC6P) causa una marcada estimulacion en la
actividad de la desaminasa y sugiere que la conceniracion de glucosamina-6-P es el modulador
en el control del metabolismo de los aminoaziicares, por lo que el inductor natural del regulon
es la GIctNAc6P ya que puede desplazar a la proteina represora de su unién con el sitio
operador,lo cual induce la transcripcion de los genes nag. (Plumbridge, 1991).

Estos aminoazicares son también fuentes de carbono y nitrogeno para la bacteria; pero

particularmente la GlcNAc, con la que se pueden obtener curvas de crecimiento semejantes a



las que se alcanzan con glucosa. Las proteinas codificadas por los genes nagA y naghB,
GleNAc6P  desacetilasa y GICN6P desaminasa, respectivamente son necesarias para el
crecimiento de £. coli en N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) pero solo el gen nagB es necesario
para que la bacteria pueda crecer en glucosamina (GlcN) como unica fiente de carbono y de
nitrogeno. Las enzimas involucradas en estos procesos anabdlicos y catabolicos son reguladas
cuidadosamente, por lo que la via se regula tanto a nivel de la sintésis enzimatica por induccion
de los genes degradativos durante la produccion de aminoazucares y la represion de los genes
biosintéticos y por otro lado a nivel de la actividad de las enzimas degradativas.

Elesqueleto de carbonos de los aminoaziicares se incorpora a la via de la glucolisis a nivel de
la Fru6P, gracias a |a reaccion de la desaminasa.

El gen gimS esta localizado a 84 min en el cromosoma de £. coli (Wu,H.y Wu, T., 197])y
codifica para la enzima glucosamina-6-fosfato sintetasa (Glutamina-D-fructosa-6-fosfato
aminotransferasa) que se encarga de sintetizar GIcN6P a partir de Fru6P y L-glutamina cuando
no hay aminoazicares en el medio. Los niveles de esta enzima disminuyen en presencia de los
aminoazicares GlcN y GlcNAc, pero este fenomeno depende principalmente de la presencia
de la proteina represora nagC activa (Plumbridge,1993).

Los aminoazicares son precursores de diversos polimeros estructurales como los
proteoglicanos en los animales, la quitina en animales y hongos y la mureina en las bacterias;
también aparecen en el componente glucidico de las glicoproteinas, en los lipopolisacaridos
bacterianos e inclusive en vegetales superiores como cadenas de oligosacaridos de los
glucolipidos. Asi mismo, los aminoazticares que participan en la composicion de sustancias
importantes como la mielina en el sistema nervioso, son precursores del acido sialico y
constituyentes de la heparina.

En la bacteria Escherichia coli asi como en otras bacterias gram negativas, los aminoaziares
GlecNAc y GlcN son componentes esenciales de la pared celular y de los lipopolisacaridos de
la membrana externa. El origen de estos aminoazicares, que son indispensables para el
crecimiento de la bacteria, puede estar en la biosintesis celular o bien del medio de cultivo.
Cuando al menos uno de estos precursores (GlcNAc y GlcN) esta presente en el medio, éste
se incorpora activamente a la célula y puede utilizarse en los procesos de biosintesis (mureina,
lipopolisaciridos) o como fuente de carbono v nitrogeno.

7



Il ANTECEDENTES
3.1 ACERCA DE LA ENZIMA SILVESTRE
Glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia coli

La enzima Glucosamina-6-fosfato desaminasa es una proteina oligomérica compuesta por seis
subunidades idénticas de 29.7 kDa (Calcagno y col. 1984); su estructura primaria se conoce a
partir de la secuencia de DNA del gen nagB (Rogers y col.,1988). La enzima consiste en un
trimero de dimeros cuyas subunidades se unen por puentes disulfuro donde cada una de las
subunidades tiene cuatro cisteinas localizadas en las posiciones; 118, 219, 228 y 239. Se ha
observado que la Cys-118 y la Cys 239 forman un par de tioles vecinos y su reactividad es
modificada con la transicion alostérica (Altamirano y col..1993). Estos tioles reactivos no son
esenciales para la actividad o para la activacion alostérica ya que si son bloqueados
quimicamente, la enzima presenta una cooperatividad reducida en un 50% en comparacion con
1a enzima silvestre (Altamirano y col., 1989). Las subunidades del hexamero estan arregladas
como dimeros con un eje de simetria del tipo 32, centrado en un eje triaxial (Altamirano y col,
1992; Horjales y col., 1992). Esta estructura también es consistente con los resultados obtenidos
con la desaminasa por calorimetria diferencial a pH neutro, que sugieren que la desaminasa se
disocia en dimeros en dos pasos consecutivos.(Hernandez-Arana y col.,1993). El peso
molecular de la enzima es de 179.870 kDa con un coeficiente de sedimentacion de 9.0S y un
volumen parcial especifico de 0.737 cm'/g, el punto isoeléctrico de la enzima es de 6.1 y la
absortividad molar calculada es de ¢, (pH 8) de 20 M cm”, las constantes cinéticas de la
enzima son: la & , en el sentido desaminante es de 1800 ™' por molécula y de 455 enel -
sentido sintético, el coeficiente de Hill es de 3 y la Km para la GIcN6P de 2 mM.



3.1.1 Propiedades cinéticas y moleculares

La enzima GicN6P desaminasa cataliza la conversion reversible de GIcN6P en Fru6P y amonio.
GkN6P+H,0 ~ FruéP+ NH,'

La constante de equilibrio en el sentido desaminante tiene un valor de K;(=0.22 en Tris-HCl
pH 7.7 a 30°C definida como [Fru6P){NH,CIVIGIcN6P), (Calcagnoy col., 1984). La desaminasa
presenta una intensa cooperatividad homotrépica positiva con respecto al sustrato GIcNGP,
mientras que para la reaccion inversa cuando el unico sustrato que presenta cooperatividad es
la Fru6P (fig. 2), esta cooperatividad es menor, tal como se puede apreciar por el valor del
coeficiente de Hill maximo que es de 1.4 (Calcagno y col,1984) y no depende de la
concentracion del ion amonio, éste no es un ligando alostérico.

La enzima GICN6P desaminasa es una enzima alostérica activada por la N-acetil-D-
glucosamina-6-fosfato (GIcNAc6P), la transicion alostérica es concertada y esta descrita por
el modelo de Monod, Wyman y Changeux (MWC). El activador alostérico (GIcNAc6P) se
comporta como un activador de fijacion exclusiva, ya que produce cinética hiperbolica a
concentraciones saturantes. Esta enzima se comporta como un sistema K puro en el cual. al
incrementarse la concentracion del activador los valores de S, ; disminuyen, mientras que los
valores de V., no se modifican.

E!l mecanismo cinético de la enzima corresponde al llamado mecanismo de equilibrio rapido
al azar. Esto significa que los productos, Fru6P y NH4', se liberan al azar en el complejo central

de la reaccion o se adicionan al azar en la reaccion inversa (figura 3).
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Figura 2. La enzima Glucosamina-8-fosfato desaminasa
presenta una intensa cooperatividad homotrépica
positiva con respecto  sustrato GleN6P (h,,, =3); el
aclivador alostérico se comporta como un ligando de
fijacién exclusiva ya que produce cinética hiperbélica
a concentraciones saturantes. Debido a que al
incrementar la concentracién del activador , los valores
de V,,,, no se madifican, resulla evidente que se trata
de un sistema de tipo K puro. (Altamirano y col., 1989).
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Figura 3. La enzima glucosamina 6- fosfato desaminasa sigue un mecanismo répido al azar
donde los productos, Fru6P y NH4", se liberan al azar en el complejo central de la reaccidn o
se adicionan al azar en la reaccidn inversa.

3.2 Ingenieria de proteinas como herramienta en el estudio funcional y estructural

A partir de la década de los 80 laingenieria de proteinas surgié como una herramienta para el
estudio y comprension en la relacion estructura-funcion de las proteings. Deriva de la
conjuncion de varias disciplinas tales como, genética molécular, biologia, bioquimica,
computacion y cristalografia, que combinan sus conocimientos en un proposito comun, la
obtencion de nuevas moléculas de proteinas por modificacion de las yh existentes en la
naturaleza. En su nivel mas avanzado, ésto se denomina disefio de proteinas. El disefio de
proteinas tiene dos aspectos, el diseflo de la estructura y ef de la funcion. En general ef disefio
y la construccion de nuevas proteinas se logra a través de la manipulacion de sus genes (Fersht
y col, 1992). Las investigaciones sobre modelos de enzimas aportan mucha informacion para
la interpretacion de sus mecanismos cataliticos,

La ingenieria de proteinas tiene como principio fundamental a la evolucion molecular ya que

10



las funciones y propiedades de las proteinas son el resultado de la formacion y acumulacion de
aquellas mutaciones espontancas en los genes que a lo largo de millones de afios dieron
finalmente a las proteinas su identidad funcional y estructural.

La ingenieria de proteinas constituye una estrategia fundamental de los bioquimicos en el
estudio de la estructura y actividad de las proteinas asi como el disefio de novo de proteinas, que
incluye la construccion, el andlisis y el uso de proteinas modificadas.

La metodologia ideal para confirmar en una proteina, ¢l papel de un residuo en particular
previamente identificado por otros métodos (quimicos, genéticos, prediccién, cristalograficos)
ya sea en la estructura o en la funcién es la mutagénesis dirigida, que se realiza mediante la
técnica conocida como mutagénesis por oligonucledtido, desarrollada inicialmente por
Hutchinson y colaboradores, en la que un oligonucledtido sintético se emplea como mutigeno

altamente especifico.

3.3Prediccién y andlisis de estructura secundaria

Se conocen una serie de algoritmos, basados en la secuencia de aminoacidos, que se utilizan
como herramientas para la prediccion de la estructura secundaria de una proteina como son;
hélices &, hojas B y giros.

La prediccion de estructuras secundarias pretende determinar la conformacion para cada
porcion de la cadena primaria. Los métodos de prediccion de estructuras se fundamentan con
base a estructuras tridimensionales conocidas. Algunos de estos métodos son estadisticos
(Fasman,1989), en los cuales se determinan aquellos residuos que son potencialmente
formadores de estructuras secundarias, éstos se promedian en cada zona de la secuencia de
aminoacidos con el fin de identificar aquellas regiones con mayor tendencia a formar un tipo
particular de estructura secundaria. Con base a estudios realizados por Altamirano y col. 1991
a partir del analisis tedrico de la estructura primaria y metodos espectroscopicos (dicroismo
circular) se propone que la GlcN6P desaminasa pertenece a la familia de las a/f, donde el 64%
de las hélices son anfipaticas y el 90% de las betas son hidrofobicas.

La hipotesis en la que se ha basado esta tesis fue planteada antes de que se conociera la

estructura cristalografica de la enzima y se baso por completo en los métodos de prediccion y



en estudios fisicoquimicos y quimicos de la proteina nativa.

Experimentos basados en la interaccion de la enzima con e activador alostérico (GIcNAc6P)
mediante diferentes metddos espectrofotométricos tales como; dicroismo circular y titulacion
de tirosinas sugieren la presencia de residuos de tirosina cercanos al sitio alostérico que estan
involucrados en la union del activador. Mediante dicroismo circular en el ultravioleta cercano,
la adicion de GicNACc6P (activador alostérico) o de GlcN-ol-6P (inhibidor sin salida) revelan
cambios en el espectro de absorcidn de las tirosinas, lo que indica que estos residuos estan
involucrados en la interaccién GlcNac6P/enzima. En los estudios por titulacion de tirosinas en
presencia y ausencia de ligandos homotrépicos y heterotropicos sugieren la presencia de una
tirosina que presenta un bajo valor en el pX del grupo hidroxilo del fenol, esta tirosina bajo
condiciones saturantes del activador alostérico resulta completamente protegida, lo que sugiere
que muy probablemente se encuentre cercana al sitio alostérico por lo que es afectada
especificamente por la union del GicNAc6P.

El analisis tedrico de la secuencia sugiere que los residuos involucrados corresponden a las
Tyri2l y Tyr254 (Fig 4). Recientemente se han realizado estudios de fa posicion 121,
empleando la estrategia de la mutagénenesis dirigida (Altamirano y col.,1995). Como
continuacion de este estudio y con el fin de realizar un anilisis de correlacion estructura-
funcion de la posicion 254 en la union de ligandos de la proteina se construyeron las mutantes
sitio especificas Tyr254~Trp (Y254W), Tyr254-Phe (Y254F) y Tyr254UGA (Y254UGA).
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OBJETIVOS

Purificacion y caracterizacion de las enzimas modificadas genéticamente en las posiciones

Y254W, Y254F, Y254UGA.
Caracterizacion funcional y estructural de las mutantes por métodos fisicoquimicos.

Estudiar el papel de la secuencia de aminodcidos C-terminal en la funcion de la enzima,

principalmente en relacion con la union de ligandos y en la transicion alostérica..



V MATERIAL Y METODOS |

PURIFICACION

5.1 Obtencién de la biomasa de cepas de E, coli sobreproductoras de las formas mutantes
de la enzima (Y254W, Y254F Y 254UGA).

§.1.1 Construccion de mutantes

La sustitucién de un aminokcido por otro en la posicion 254 se realizd por la técnica llamada
mutagenésis dirigida de oligonucleotidos usando el método de Kunkel descrito por Sanbrook
ycol. en 1989, El gen nagB de pUC(nagB) (Altamirano y col. 1991) se clond en el fagémido
pTZ18R(Pharmacia) dando pTZ 18R(nagB). El fagemido que contenia la mutacion se identifico
por secuenciacion y a su vez se secuencid por completo el gen nagB para verificar que no
existieran mutaciones secundarias. El pTZ18R(Pharmacia) es un fagémido multifuncional
diseado especialmente para clonar secuencias de DNA dideoxi, en mutagenesis in vitro. Este
vector contiene dos origenes de replicacion; f1 y pBR322, para la generacién de una doble
cadena de DNA o bien una cadena sencilla de DNA. La célula hospedera del pTZ 18R puede
ser infectada con el fago M13K07 e iniciarse Ia replicacion en el origen f1 (Fig. 5).

La cepa S90R de la bacteria de E. coli tiene incorporado a su genoma el plasmido
pTZ18R(nagB) y un fragmento que codifica para la enzima mutada. La cepa S90R es Anag,
es decir, no tiene expresion de los genes del regulon nag, ya que tiene una mutante por
insercion. Esto es importante ya que la bacteria expresari solamente la desaniinasa a partir del
genoma del plasmido con que ha sido transformada y no de su propio cromosoma. De esta
forma. las enzimas mutantes que se preparan estardn completamente libres de la enzima

silvestre. La expresion de la desaminasa en esta construccion es de tipo constitutiva.
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Figura 5. Fagémido multifuncional diseniado especialmente
para permitir la clonacién de secuencias de DNA dideoxi en
mutagénesis in vivo.,



5.1.2 Produccién de biomasa

La produccion de biomasa se inici6 con un precultivo de 250 ml de medio de Luria-Bernstein-
ampicilina (ver apéndice), el cual se dejo bajo agitacion durante 4 horas; posteriormente éste
se empleo para inocular un fermentador de 3 litros con el mismo medio liquido. La ampicilina
se usd a una concentracion final de S00 pug/ml. En el fermentador se agregaron refuerzos de
ampicilina cada 2 horas con el fin de mantener la presion de seleccion sobre las bacterias
portadoras del plésmido. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 15 000 x g por 10
minutos, al final del crecimiento exponencial y se conservaron a -20°C hasta el momento de su
utilizacion. Se obtuvieron del fermentador 3 g de bacterias, peso humedo.

Se valord en cada caso la presencia de 1a sobreexpresion por métodos electroforéticos con ¢l
fin de verificar la presencia del plasmido en |a bacteria y la expresion de la proteina.

§.2 Estrategias de purificacion
El disefio de la ruta de purificacion se muestra en la figura 4, en el que se incluyen las

modificaciones para cada mutante. En cada una de ellas se monitoreo la actividad y la
sobreexpresion de las enzimas modificadas. La purificacion se llevo a cabo a la temperatura de
4°C, excepto las cromatografias, que se realizaron a temperatura ambiente.

| .- Las células bacterianas centrifugadas se lavaron tres veces con KC! 150 mM para quitar el
medio de cultivo y la cipsula bacteriana.

2.- Las bacterias se resuspendieron en dos volimenes de amortiguador Tris-HCl 0.1 M, EDTA
S0mM, y se desintegraron por sonicacion en bafio de hielo. Es importante en esta etapa
mantener la temperatura baja y trabajar ripidamente, para minimizar el efecto de las proteasas
intracelulares. E] extracto se centrifugd a 27 000 x g durante 30 min.. El sobrenadante, que
contiene a la enzima que nos interesa lo denominamos extracto crudo inicial.

3.- Al extracto crudo inicial se le agregd sulfato de amonio hasta alcanzar el 45% de la
saturacion. Esta concentracion esta por debajo del punto de precipitacién de las desaminasas
mutantes, asi fueron eliminadas gran parte de las proteinas del crudo. La solucion se centrifugo
y en esta fase la desaminasa quedo en el sobrenadante. Posteriormente se agregd mas sulfato
de amonio hasta alcanzar el 53% de la saturacion. En estas condiciones Ia desaminasa precipita

junto con otras proteinas.
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Figura 6. Diagrama de la ruta de purificacion para las mutantes Y254W, Y254F, Y254UGA.
Se muestran las modificaciones en la Gltima etapa de 1a ruta de purificacion.

5.2.1 Cromatografia de afinidad alostérica para la mutante Y284W

Se utilizo una columna de cromatografia de atinidad alostérica que tiene un analogo del
activador alostérico (N-¢-amino-n-caproil-D-glucosamina-6-fosfato) inmovilizado en agarosa
(Calcagno y col., 1984). La columna es prelavada con KCI 3M y equilibrada con Tris-HCI
0.15M pH 7.5. La fraccion de precipitado en sulfato de amonio se disuelvio y luego se dializo
por 4 h, usando en ambos casos e} mismo amortiguador. La preparacion se aplico a una
columna de cromatografia alostérica. Se verifico que la enzima fuese retenida por la columna,
midiendo actividad enzimética en el efluente de lavado de la columna y registrando la
concentracion de proteina por medio de la absorbancia a 280 nm.

La columna se lavé con 500 ml de amortiguador, cuando las proteinas no retenidas salieron por
completo, la proteina se eluyé por medio de una solucion 10 mM del activador alostérico

(GlcNAc6P), en un volumen tres veces mayor al de la columna. Una vez localizadas las
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fracciones con actividad de desaminasa, se dializo contra un amortiguador de Tris-HC! 40mM
pH 7.7 para retirar el activador alostérico. La enzima obtenida se dializo contra glicerol para
concentrarla y agregarle glicerol (aproximadamente 50% final). En esta forma se conserva en
refrigeracion a -4 °C. En esta etapa se comprobo la pureza de la enzima por electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, Posteriormente se aplico una muestra
de proteina a una columna de filtracion molecular SW300 para cromatografia de alto

rendimiento (HPLC), para verificar pureza y el peso molecular de la enzima nativa,

5.2.2 Cilculo de la concentracion de enzima pura

La concentracion de la glucosamina 6-P desaminasa obtenida para cada mutante se calculd por
medio de dos métodos: el primero consistio en utilizar el método de Bradford (1976) basado
en el cambio de color del extracto acido del azul de comassie G en presencia de proteinas,
empleando la forma silvestre de esta misma enzima como patron. Este método se basa en que
es posible conocer con precision la concentracion de desaminasa silvestre porque conocemos
su absortividad molar a 278 nm (Altamirano y col. 1987). En estas condiciones el método de

Bradford puede dar resultados muy precisos.

5.2.3 Titulacién de grupos SH con DTNB

Para las enzimas se calculd inicialmente la concentracion el método de Bradford y tomando los
coeficientes de absorcion de los aminoacidos que absorben mas en ¢l rango UV del espectro,
principalmente a 280 nm. Este valor se ajusto titulando tioles de cisteinas con DTNB (acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico o reactivo de Ellman) tomando en cuenta que el coeficiente de
absortividad molar para el ion es de €,,,;p=1.414 x 10° M cm’ ’

La GlcNAc6P desaminasa tiene 2 cisteinas reactivas en condiciones nativas (Altamirano y col..
1987) y tomando en cuenta que la enzima es un hexamero, en total hay 12 grupos SH expuestos
que en condiciones nativas reaccionan con el DTNB. Esta reaccion se estudio por medio de
la medida continua de la aparicion del anion TNB' (5-tio-2-nitrobenzoato) a 412 nm. utilizando
un espectrofotomero Cary 4 de doble haz.

La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente en una mezcla que contiene Tris-HCI
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100mM pH 7.7, EDTA 10mM, DTNB 2mM. La reaccion se lleva a cabo con la adicion de la
enzima a una concentracion final de 1uM.

Considerando que en las proteinas mutadas los grupos sulfidrilo no fueron modificados, se
empleo este método como una forma de verificar la concentracion de proteina obtenida por el
método de Bradford; conlos resultados anteriores son utilizados en el analisis del espectro de

la proteina en el pico maximo a 278 para calcular la absortividad molar de la mutante.

§.2.4 Purificacion de la mutante Y254F por cromatografia de interaccion hidrofobica.
La técnica de purificacion de la forma mutante de la desaminasa Y254F sufrio una modificacion
ya que no se utilizé la cromatografia de afinidad alostérica debido a que la mutante no
manifiesta afinidad por ella. Se empled en su lugar, (a técnica de cromatografia de interaccion
hidrofobica.

De |a misma manera que en el caso de la mutante Y254W, se dializo el precipitado de sulfato
de amonio contra un amortiguador 40 mM de Tris-HC! pH 7.24.

La columna hidrofébica de fenil-agarosa (Phenyl Sepharose, Pharmacia, Suecia) se equilibro
con Tris-HC! 100 mM, pH 7.24 que contiene 1M de SO;(NH,),. En estas condiciones se carga
la columna con las proteinas y se Java con este mismo amortiguador. Se verifico que la enzima
fuese retenida por la columna, midiendo actividad enzimatica en el efluente de lavado de la
columna y registrando la concentracion de proteina por medio de la absorbancia a 280 nm. La
elucion se desarrollo primero con un gradiente lineal decreciente de SO,(NH,), de 1 M a 0,
utilizando el amortiguador anterior. Posteriormente se paso por la columna un gradiente lineal
decreciente de Tris-HCl de 100 a 0 mM. La enzima se eluye al final del gradiente.

Las fracciones con mayor actividad se dializaron contra Tris-HCl 50 mM, EDTA 25 mM por
2 h,, se concentraron en glicerol por didlisis y se guardaron a -4°C. La elucion se monitored por
medio de la absorbancia a 280 en un espectofotometro de doble haz. La pureza de a muestra

se estimo por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.

5.2.8 Purificacion de la mutante Y254UGA por intercambio ionico

La purificacion para la mutante Y254UGA se realizo por cromatografia de intercambio
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anionico en una columna de DEAE-Sephacel (pharmacia) o en el cromatografo de HPLC
empleando una columna de DEAE-PROTEIN PAK. En ambos casos las condiciones de 1a
cromatografia fueron iguales. Cuando se empled el cromatograto de HPLC, se utilizd una
columna de 26.9 X 1.2 cm. La columna se equilibro con Tris-HCI 50mM, pH 7.4. Se inyectaron
en la columna 425 ul de enzima previamente filtrada con filtros de 44 pm de poro. Las
condiciones de pegado se realizaron a un flujo de | mi/min, la elucion se realizo por medio de
un gradiente convexo de 0 a 650 mM de acetato de sodio en 40min., con un flujo de | ml/min
a una concentracién constante de Tris-HC! 50 mM, pH 7.4. Las fracciones con mayor actividad
se dializaron contra Tris-HC} 40 mM y se concentraron por dialisis en glicerol. La
concentracion de la proteina se determind por los métodos antes descritos.

5.3 Caracterizacion cinética y estructural de las proteinas

El estudio cinético se realizo a la temperatura de 30 °C. La reaccion enzimatica se realizo en
el sentido desaminante, esto es la direccion de la formacion de Fru6P y amonio.

.- La reaccion se lleva a cabo en un volumen total de 200 pl que contiene la siguiente mezcla;
Tris-HCI S0mM, pH 7.7, EDTA 12.5 mM y concentraciones variables de GlcNAc6P y GIcN6P.
2 - Lareaccion se desencadena conla enzima diluida a una concentracion final de 5 nM para
fa mutante Y254W, 20 nM para Y254F y 10 nM para Y254UGA . La reaccion se lleva a cabo
a tiempos fijos, bajo condiciones controladas para obtener velocidades iniciales. Esto se logra
manteniendo el grado de avance de la reaccion por debajo de 0.05 %.

3.~ Al térinino de la incubacion 1a reaccion se detiene con 2 ml de HC! 10 Ny 0.5 ml de
resorcinol al 1% en etanol, la mezcla se calienta por 10 min a 70°C y se lee en el
espectrofotometro a 512 nm contra un blanco de reactivos.

4.- La Fru6P formada en la reaccion se cuantifica con el método de resorcinol descrito por Roe

en 1934, con las modificaciones de Davis & Gander, 1967,

£.3.1 Analisis de los Datas cinéticos
Los analisis de los datos cinéticos fueron ajustados utilizando el programa ENZFITTER, por
R} Leatherbarrow (Elsevier Biosoft, Cambridge, U.K.). Los modelos de prueba y la

simulacion de ecuaciones fueron realizadas utilizando el programa GLE 3 2, por C. Pugmire,
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Lower Hutt, New Zeland.

La mutante Y254W sigue una cinética de Michaelis-Henri-Menten cldsica con inhibicion por
sustrato en presencia del activador alostérico (ecuacion 1) cuando la enzima estd activada por
completo por la GIcNAc6P. En ausencia del activador alostérico, la cinética es cooperativa.
Esta cooperatividad homotropica positiva se observa al mismo tiempo que la inhibicion por
sustrato. Una forma de analizar en forma empirica esta cinética, y que permite calcular una
Vmax y un coeficiente de Hill es Ja ecuacion 2.

Mediante el uso de estas ecuaciones y métodos de regresion no lineal se obtuvieron los ajustes
de los datos y los vajores de las constantes cineticas K'm para 1a GIcN6P, &, coeficiente de Hill
y constante de inhibicion por sustrato, Ki.

También se utilizo una ecuacién derivada del modelo alostérico de Monod-Wyman y Changeux
(MWC) (Monod y col., 1965) en 1a que se tomo en cuenta ia inhibicion por sustrato (Ecuacion
3).

Los datos cinéticos obtenidos con fa mutante Y254F no presentan inhibicién por sustrato y se
ajustaron a las ecuaciones de Michaelis, de Hill o a una ecuacion derivada de} modelo de MWC
(ecuacion 4). Las primeras dos ecuaciones también se utilizaron para la caracterizacion cinética
de Y254UGA.

5.3.2 Espectrometria de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular (DC) se obtuvieron en un espectropolarimetro Aviv modelo
62DS, Los experimentos fueron realizados en Tris-HCl 40 mM, pH 7.7 usando celdas de 0.5
cm de paso de luz. Se registré la linea de base en presencia de la enzima mas amortiguador y
posteriormente se fueron agregando concentraciones crecientes de activador alostérico,
0.5,1,5,10,15 mM.

8.4 Caracterizacién fisicoquimica de las mutantes

Reactivos Quimicos

Las reactivos quimicos, las proteinas patron, y derivados fueron adquiridosa Sigma Chemical
Company (St.Louis, MO).
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5.4.1 Determinacion del punto isoeléctrico

E! pH isoeléctrico de las mutantes se determind por medio de electroenfoque en poliacrilamida,
usando anfolitos en el intervalo de pH de 3.52 9.5.

La técnica en condiciones nativas segin el manual de los fabricantes del aparato (Hoefer INC.,
XX, EEUU) sigue ios pasos siguientes y los reactivos se ilustran en el apéndice.

|.-Ensamblar las placas y empaquetarlas debidamente utilizando separadores de 0.35mm,
colocarlas en la cimara, cuidando de que estén bien ajustadas y no se deslicen al voitear la
cdmara, '

2.-Poner las soluciones (apéndice), en un recipiente limpio excepto el TEMED, desgacificar |a
mezcla.

3.-Adicionar el TEMED cuidando de agitar bien la mezcla, lo mas répido posible vaciar en el
empaquetado cuidando de no dejar burbujas,Poner |os dientes separadores a los geles.

4.-El gel polimerizara en aproximadamente 30 min.

5.-Preparar los anolitos y anfolitos como se muestra el la seccion del apéndice.

La cimara de electroforesis se llena con los Catolitos cuidando de no derramar la paste inferior
de la cdmara, colocar los anolitos en el piso de la camara; precorrer ¢l gel por 20 min. a 20
watts o 30 miliampers.

Las muestras se colocan después de precorrido ¢l gel, el gel con las muestras se corre por 2 h
0 més si es necesario.

Después de correr el gel se coloca en una solucion de 100m! de TCA al 20% (40g de TCA en
200 ml de agua) por 10 min, Al término del tiempo adicionar una solucion de etanol al 40%,
acido acético al 10% y SDS al 0.25% en un volumen total de 500ml, esto es por 10 min,
Remover la solucion, poner el gel en una solucion teflidora de etanol al 40%, dcido acetico
0.125%, azul de coomassie R-250 en un volumen de 100ml.

Destefiir el gel en la solucion de etanol al 40%, acido acético al 0,125%, en un volumen de
500ml.

Los marcadores de peso molecular utilizados fueron; rojo de metilo 4 mas LDH ( pl 8.3, 8.4,
8.6), Anhidrasa carbonica 11 (5.9), Anhidrasa carbonica I (6.57), citocromo C (9), mioglobina
(7), glutation reductasa (4.1).
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5.4.2 Determinacién electroféretica del peso molecular de la proteina nativa mediante
geles de gradiente de poro,

Para la determinacion del peso molecular de las mutantes se sometieron a electroforesis en
geles de poliacrilamida en gradiente de poro del 4 al 30 %. Los patrones utilizados fueron:
alcohol deshidrogenasa (PM=150), hemoglobina (60), anhidrasa carbonica (29), Ovoalbumina
(45), GLCNGP desaminasa silvestre (180). El gel se precorre 1 h a 30 mAmp.

Procedimiento:

Los amortiguadores y las soluciones utilizadas se detallan en la seccién del apéndice.

-las placas d{ei teflon y los vidrios se lavan y se secan con metanol. Se arman junto con los
separadores de 0.75 cm y separados con placas de plastico. Ei empaquetado se coloca en la
cimara gelificadora.

- la camara de dilucion es conectada por una manguera a ia cdmara gelificadora y una bomba
peristaltica. .

- en la camara de dilucion se coloca el metanol al 20 % y se bombea a la camara gelificadora
hasta que toque Ia base de las placas de teflon. Se detiene el flujo. Se quita el metanol que
quedd de la camara de dilucion. _

- se coloca Ia acrilamida al 8 % en la camara de dilucion y en la cimara de reposicion la que
esta al 30 % manteniendo a ambas camaras en agitacion. Se cuida de que no existan burbujas
en las mangueras y en las camaras.

- se adiciona el TEMED en ambas cAmaras y se procede al llenado de la camara de gelificacion
con un flujo lento. Al terminar la acrilamida en la cAmara de dilucion se adiciona la sacarosa
al 20 % sin introducir burbujas hasta que la fase de acrilamida ilene las placas, se detiene el
flujo y se deja gelificar.

- precorrer ¢l gel antes de usar por 1 hr. a 30 mAmp.

- las muestras pueden estar concentradas en glicerol o bien afladir sacarosa para darles densidad.
- el gel se tifie con azui de comassie o con sales de plata o bien se puede transferir a una

membrana de nitrocelulosa para revelado con anticuerpos especificos.
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VI RESULTADOS
Mutante Y254W

6.1 Purificacién de la mutante Y254W

Se obtuvo el lote de enzima dos a una concentracion de 44.8 uM, lo que equivale a 9.0 mg/ml.
La pureza de la enzima se determino por geles en condiciones desnaturalizantes de SDS (Fig.
7), en cada una de las etapas de purificacion fue confirmada la sobreexpresion de la enzima por
este método. La enzima presenta solo una banda en el gel de SDS-poliacrilamida. En la figura
7 se puede observar el enriquecimiento de la enzima a lo largo del proceso de purificacion,

mediante un gel en condiciones desnaturalizantes de SDS.

6.2 Caracterizacion fisicoquimica de la mutante Y254W

Punto isoeléctrico.

Los resultados de la enzima se encuentran resumidos en Ja tabla 8. El punto isoeléctrico
estimado para la mutante Y254W fue determinado utilizando geles de electroenfoque en
poliacrilamida (ver material y métodos), posteriormente se midio el pH sobre el gel, el valor
estimado fue de plI=6.40. El punto isoeléctrico tedrico para esta mutante fue de 6.44 y se
estimo por el programa llamado PC/GENE A. Bairoch Universidad de Ginebra, Suiza. 1990.
Absortividad Molar

Las condiciones del experimento se detallan en el apartado de material y métodos. La
absortividad molar de la mutante Y254W presenta un valor de €y,,4,=21 x 10 M" cm™ a 412
nm en total se titulan 2 SH por cadena en condiciones nativas y con la adicion de SDS al 10%
se titulan 3 SH por cadena.

Peso molecular

El peso molecular estimado para las mutante Y254W y Y254F es de PM=!80 Kd . (Fig. 8y
9
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Figura 7. Gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes en SDS. Patrén
electroforético de algunas fracciones en la etapa de purificacién de la enzima Y254W. Se
muestran los extractos de proteina en las diferentes etapas de la purificaciéon y el
enriquecimento de la mutante. De izquierda a derecha. 1.- Enzima silvestre (marcador de
PM) 2.- Biomasa de placa 3 y 4 Extracto de preinoculo 5.-Extracto de fermentador 6.-
Extracto del sonicado 7.- Precipitacién al 45% 8.-Precipitacién al 70% 10.- Enzima pura.
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Figura 8. Perfil cromatogrdfico de la enzima Y254W
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fue de 180 kD.
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150 kD—
172 kD
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29 kD

Figura 9. Electroforesis en gradiente de poro del 4 al 30% en
condiciones nativas. De izquierda a derecha. 1.- Enzima
Y254W desaminasa 2,- Enzima Y254UGA desaminasa 3.-
Enzima Y254F desaminasa 4.- Enzima silvestre (180),
anhidraza carbonica (29) ovoalbumina (45) S.- Hemoglobina
(70) Alcohol deshidrogenasa (150).

hd



6.3 Caracterizacién cinética

En la direccion de formacion de Fru6P y amonio la enzima es estable y presenta una
cooperatividad homotrépica positiva con respecto al sustrato GICN6P menor que la enzima
silvestre, el valor obtenido para el coeficiente de Hill es de hmax = 1.74+1.1 mientras que en la
enzima silvestre corresponde a un coeficiente de h,,,~ 3+0.09. Lo interesante en esta mutante
es la intensa inhibicion por sustrato que presenta (Fig.10). Segel (1989), define a la inhibicién
por sustrato de la siguiente manera "La mayoria de las inhibiciones por sustrato resultan de la
combinacion del sustrato con una forma de la enzima equivocada y en general ésta solo aparece
con concentraciones elevadas de sustrato o bien cuando Ja reaccion se estudia en condiciones
no fisiologicas."

Las cinéticas en presencia del activador alostérico se ajustaron a la ecuacion | de Michaelis-
Henri-Menten clasica con inhibicion por sustrato cuando Ja enzima esta activada por completo
por la GIcN Ac6P (Tabla,1 ):

Ecuacion |

v= Vour (S)
Ks+S+SY/Ki(S)

Donde:

Ks= cte de Michaelis-Menten para el sustrato

v=velocidad inicial de la reaccion

El valor de Ki que es la constante de inhibicion para el sustrato, en ausencia del activador
alostérico es de 109.5mM y de 3.9mM en presencia de este. Es importante seftalar que éste
ultimo valor es del mismo orden de magnitud que la constante de afinidad para el sustrato
Km=221. Estos valores sugieren que el sitio activo se encuentra alterado.

Mediante la ecuacion 2 y por métodos de regresiones no lineales fueron ajustados los resultados
cinéticos en ausencia del activador (Tabla | y 8) (ecuacion de Hill clasica con inhibicion por

sustrato. Seagel,1989):

24



Ecuacion 2
v=_Vmay(§*
K'(1+8™/Ki+S")
donde:
V na = Velocidad maxima de la reaccién.
h = coeficiente de Hill
S = sustrato
K=8,

Ki= Constante de inhibicion para el sustrato

La cinéticas también pueden describirse con la siguiente ecuacion, derivada de los postulados
de! modelo alostérico de Monod- Wyman y Changeux (MWC) en la que se toma en cuenta la
inhibicion por sustrato.

Ecuacion 3

t
Lea (1+ca +dp)*' + a (1+a +p)™!

v/Nmax =
L (I+ca +dp)* + (I+a +p)*

Donde los pardmetros corresponden a la ecuacion de MWC. y ademas d es la constante de

fijacion no exclusiva del sustrato en su unién como inhibidor, y p = [sustrato}/KrKi.

Se proponen tres caminos para explicar la inhibicion por sustrato:

Primero, la posibilidad de Ja entrada al sitio activo de dos moléculas de GIcN6P, esta hipétesis
la consideramos la mas improbable desde el punto de vista estructural, por impedimento
estérico, el complejo seria E-GIcN6P-GICNGP. Segundo, la entrada de dos azicares fosforilados
(GlcN6P) y Frué6P formando el complejo abortivo E-GIcN6P-Fru6P. Tercero, la entrada de!
azucar (GIcNGP) y del idn amonio al sitio activo, E-GIcN6P-NH,". Estas posibilidades

involucran la formacion de un complejo ternario improductivo que se muestran en la figura {1,
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») Complejo sin salida

GlcN6P
NH4¢

A)
olovcr N
/ B
E-GIcNGP ~E-PrasP + NRY_ TR vl
e
NHé¢ FruéP
GloN6P
Complejo sin salide
C)

Figura 11. La enzims GIcN6P desaminasa sigue un mecanismo rapido al azar. Hipdlesis
posibles que explican la inhibicion por sustrato. A) formacién del complejo iemario abortivo
E-GlcN6P-GIcN6P B) Complejo E-Fru6P-Glen6P C) Complejo E-NH,-GIcN6P.

iJlE l- 'i' ||-I.l..:

La posibilidad anterior de que el sitio activo pudiera estar recibiendo mas de un sustrato fue
estudiada en presencia de diferentes ligandos para reconocer al complejo involucrado en la
inhibicion;, GlcN-ol-6P (glucitolamina 6 fosfato), NH,’, Fosfatos. Fru6P, dR5P (D-ribosa 5
fosfato). A continuacion se detallan los resultados cinéticos obtenidos para cada ligando.
6.3.2 Efecto de la GIcNAC6P en la inhibicion por sustrato.

Los resultados del estudio enzimdtico de 1a mutante Y254W en presencia y ausencia del
activador alostérico se muestran en la tabla 1. Las observaciones de los datos experiinentales
y tedricos evidencian en primer lugar una marcada inhibicion por sustrato que varia desde un
valor de Ki=109.46 mM en ausencia del activador y de Ki=3.9 mM en presencia de este, la
inhibicion se confirma por el coeficiente K/Km que tiene un valor de 9.16 en ausencia del

activador y de 1.76 en presencia de éste; al mismo tiempo los valores para la constante de
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afinidad de la enzima por el sustrato van disminuyendo desde un valor de S,,=11.95 hasta
Km=2.21+0.09 lo cual partiendo de las ecuaciones corresponden a un incremento en la afinidad
de la enzima por el sustrato. El hecho de que los pardmetros cinéticos de Km y Ki se encuentren
en el mismo orden de magnitud nos hace suponer que el sitio activo ya no puede discernir entre
la entrada de el azicar en la posicion correcta de la incorvecta.

Como se muestra en la figura 10, se comporta como un sistema alostérico K puro activado por
GlcNAC6P, presentando una cooperatividad homotrapica positiva menor que la enzima silvestre
con un coheficiente de h,,,=1.7. La transicion de T a R incrementa la Ki . La constante

catalitica k., permanece constante a lo largo de los experimentos .

Tabla 1.Datos cinéticos de Y254W a diferentes concentraciones del activador alastérico.

GIcNAC6P ks b S05 0 Km Ki KiKm

mM mM mM
0 1396 1.74 11.95 109.46 9.16

.00S 1676.2 1.41 9.89 6.41 6.31
N 1549 1.06 $.34 12.8 2.39
5 1442 1.0t 1.13 17.01 15.0
| 1288 1.0t 0.918 8 8.77
2 1600 1.02 1.8 9.9 55
1.5 1250.5 1.004 1.33 5.9 4.44
10 1580 .96 1.64 5.5 3.35
16 1335 1.07 2.21 39 1.76




6.3.3 Efocto del io en la inflbicid iones fiias de GlNAG6P

Estudiando la hipotesis mas factible, que es la formacion del complejo ternario E-NH,-GIcN6P,
ya que ¢l ion amonio es una molécula pequeda, se vari6 la concentracion de éste manteniendo
1a concentracion del activador alostérico a 2mM; manteniendo la fuerza ionica constante con
KCl.

El efecto del amonio sobre la inhibicion por sustrato que presenta la mutante Y254W se
muestra el 1a tabla 2 y en la figura 12. La fraccion KiZKm se mantuvo constante a lo largo de
los experimentos en valores de 1.02 a 1.36. Los valores de la constante cinética Ki se mantienen
constantes por lo que a inhibicion por sustrato no se vio modificada por la presencia del ion

amonio.

Tabla 2. Efecto del ion amonio sobre la inhibicion por sustrato en presencia del activador

alostérico(2mM).

[KCI-NH4] k, hma Km Ki Ki/Km
mM gt mM mM
10mM 2198.75 .96 6.236 8.51 1.36
20mM 2710.53 .99 2.748 10.43 3.80
40mM 1213.28 913 11.136 14.69 1.32
60mM 893.7 1 10.612 13412 1.26
90mM 1129.16 1.025 14.140 14.46 1.02
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3
(GIcNGP), "M

Figura 12. Efecto del ion amonio en la inhibicion por sustrato de la enzima
Y254W desaminasa. El amonio no modifico la Ki para la enzima,



63 o N i . ina 6
Y254W ia del activador algsterico (16mM)

Para estudiar la posibilidad de inhibicion del complejo E-Fru6P-GIcNGP se realizaron
experimentos en presencia de anilogos de la fructosa-6-P, como fo es la GlcN-ol-6P, dRS-Py
con grupos fosforilados (fosfatos). Los datos cinéticos se muestran en las tablas 3, 4y 5.

Los valores para la fraccion de Ai/km fueron de 3.45 a una concentracién del inhibidor GlcN-ol-
6P de 1uM y en una concentracion final de 20uM la fraccion ki/km es de 1.33, este valor es
més pequefio que aque! donde solo estd presente el activador a una concentracion de 16mM que
es de 1.76. Estos valores muestran un ligero aumento en la inhibicién.(Fig.13).

[GlcN-0l-6P] kst hmax km Ki Ki/km
M mM mM
1 1014.5 1.003 2.88 9.843 3.45
5 622.36 1.14 4.67 27.86 5.8
10 711.88 .994 14.39%¢ 71.86 4,99
20 1200 1.05 42.94 57.02 1.33
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Figura 13. Efecto del inhibidor sin salida GleN-ol-6P en la inhibicion por
sustrato de la enzima Y254W desaminasa.



La presencia de fosfatos en la reaccidn cinética de la enzima no incrementa en gran magnitud

los valores de Ki para la enzima sino que practicamente se mantienen en valores como los

obtenidos por el activador (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de fosfatos en la actividad enzimatica de la mutante Y254W en presencia del

activador alostérico a una concentracion de 2mM

[Fosfatos] k,s! . Km Ki ki’km
mM mM mM
10mM 1126 1.04 9735 14.32 14.76
20mM 1650 1.02 .50962 11.12 21.82
40mM 1100 1.00 98832 5.899 6.01

Los experimentos realizados variando la concentracion de la dR-5-P muestran un
comportamiento similar a los experimentos a diferentes concentraciones de GIcNAc6P, en este
caso los valores para la constante de inhibicion corresponden a un valor de Ki=5.918 mM.
(Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de la dR-5-P manteniendo fijo el activador alostérico a una concentracion de
2mM.

[dR-5-P] Keys” | hmax I Km ' Ki Ki/Km
mM mM mM
10mM l 807 l 831 | 61008 ] 5918 | 9.676
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Los experimentos en presencia de FrusP se realizaron utilizando un pHstato (Radiometer)
manteniendo la concentracion fija de amonio y GIcNAc6P. Gracias a esta técnica logramos
obtener los parmetros cinéticos de {a inhibicion causados por este ligando. Los resultados se
presentan en la figura 14, donde podemos observar los valores para la constante de inhibicién
Ki, a concentraciones fijas def activador alostérico (2mM) con un valor de 9.9 mM mientras que
el valor que se obtiene en presencia de 2mM de Fru6P es de Ki= 0.7 mM. Estos resultados
apoyan la presencia del complejo ternario sin salida E-Fru6P-GIcN6P, como el causante de la
inhibicion que presenta l1a enzima.

Segel describe un modelo de inhibicion por sustrato en un sistema alostérico mixto K/V. Los
experimentos anteriores no apoyan ¢} modelo que Segel describe como un modelo de inhibicion
por sustrato en un sistema alostérico mixto K/V. El sistema mixto supone que cada uno de los
2 estados (T y R) presenta afinidades diferentes por el sustrato y ademas describe que cada uno
de estos estados tiene diferente actividad catalitica; pero si suponemos que el estado R presenta
una afinidad muy alta por el sustrato pero a su vez tiene una actividad catalitica muy baja el
resultado seria una enzima con cooperatividad positiva pero con inhibicién por sustrato, v
conforme aumentara el activador alostérico la inhibicion desapareceria puesto que se esta
desplazando el equilibrio hacia e! estado R. Lo descrito anteriormente no describe el
comportamiento cinético que presenta la mutante Y254W puesto que a concentraciones
crecientes de} activador alostérico la inhibicion no disminuye sino que incrementa la inhibicion.
6.3.9 Termodinamica de unién del activador alostérico mediante dicroismo circular

La union del GIcNAc6P muestra una union de tipo sigmoide o cooperativo, 1a constante de
disaciacion calculada a partir de este experimento es de Kd= 211 + 92 uM que en comparacion
con la enzima silvestre es menos afin por el activador ya que el valor para la enzima silvestre
es de Kd= 30 uM. La curva de saturacion de la mutante con el activador alostérico usando el
A[B]a 278 nM como seftal analitica se muestra en la grafica..La unidn de tipo cooperativa que

presenta esta mutante indica que aun se trata de un sistema de tipo K puro (Figura 15).
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Figura 14. Efecto de la FrubP en la inhibicién por sustrato de la
enzima Y254W desaminasa. Este experimento apoya el complejo
E-GlcN6P-Fru6P.
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Figura 15. Curva de saturacion de lamutante Y254W con la GlcNAc6P, usando
el A9 a 290 nm como senal analitica.



6.4 Caracterizacion fisicoquimica de Ia mutante Y284F

En el proceso de la purificacion al igual que las mutantes anteriores, se midio 1a actividad. La
concentracion de enzima resultante es de 3.13 M lo que equivale a 0.626 mg/ml. En la figura
16 se muestra & enriquecimiento de la proteina durante la purificacion y la pureza de la misma.
Punto isoeléetri

El punto isoeléctrico estimado para esta mutante es de pl=6.3 que se calculd de la misma
manera que para la mutante Y254W (ver material y métodos). E! punto isoelectrico calculado
por el programa Pc/Gene A. Bairoch Universidad de Ginebra, Suiza 1990, fue de 6.44.
Absortividad mol

La absortividad molar calculada presenta un valor de €1 |, =24 x 10*M" cm’, en total se
titula | SH por cadena en condiciones nativas y 3 SH en condiciones desnaturalizantes.

Peso moleculas

El calculd del PM en geles de gradiente de poro de acuerdo a la metodologia descrita
anteriormente. dio como resultado un PM=180 Kd. (Fig. 9)

6.5 Caracterizacion cinética de Ia mutante Y254F

Los estudios cinéticos de la mutante Y254F muestran una cooperatividad homotropica positiva
con un Hill maximo de 1.75&.11. Es una enzima alostérica que se comporta como un sistema
de tipo mixto caracterizado por la modificacion de la V,,,, y de la constante que describe la
afinidad por el sustrato. La mutacion no causo inhibicion por sustrato en esta mutante. Los
datos cinéticos (tabla 6) se ajustarén por regresion no lineal, las ecuaciones para el ajuste de los
datos fueron las ecuaciones de Michaelis, de Hill o a una ecuacion derivada del modelo de
MWC (ecuacion 4).
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Ecuacion 4
a) Michaelis-Henri

Vmax S}
v =
Km+S§
b) Ecuacién de Hill

[SI"( Vmax )
v

K +[s]h

¢) Ecuacién de MWC

Vimax ( S/keY 14+S/kr)" +H{LYe)S/kn)(H+c(skr)™

(1+S/kr) + L (1+e(S/kr)"

{kt] = constante de afinidad del conformero T
[kr] = constante de afinidad del conformero R

(R}

L= es 1a constante alosterica (la cooperatividad depende de n, L y ¢)

En la figura 17 se muestra el comportamiento cinético de la enzima Y254F. La enzima presenta

una cinética de tipo mixto K y V con predominio del sistema V (ésto se confirma con la union

de! activador), lo cual es posible explicar ala luz de! modelo de MWC que supone que el estado

Ry T presentan diferentes afinidades por el sustrato y adems la actividad catalitica para cada

uno de estos estados es diferente.
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Figura 16. Gel de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes con SDS. De izquierda a derecha. | y 2
extracto de placas 3y 4 extracto de preinoculos § y 6 extractos
del fermentador y 7 extracto del sonicado, 8 enzima Y254F pura
9.- enzima silvestre.

+29 kDa



Tabla 6. Datos cinéticos para la mutante Y254F, a diferentes concentraciones de GicNAc6P.

GlcNAc6P k! . Vmax S0.5 6 Km

mM mM

0 21833 1.753 742} 12.815
0.1 534.99 1.93 2.66 19.76
0.3 490.65 1.385 3.62 44.43
0.5 439.08 1.48 2.62 44.42

! 377.32 1.36 1.70 10,46

2 427,68 1.324 2916 1.832

3 327.24 1.1478 6797 2,095

5 34599 111 .5396 2.03

6.6 Experimentos por dicroismo circular

La union del activador alostérico a la mutante Y254F descrita por la curva de saturacion usando

el A[0] a 292 nM como sefial analitica describe una union de tipo hiperbolica (figura, 18), lo

cual es una prucba que apoya el predominio del sistema V que sufre la enzima por la mutacion.

El valor de la constante de disociacion de la enzima dada por e! parametro Kd es de 6.29 pM,

lo cual es 5 veces menor que la Kd para la enzima silvestre que tiene un valor de 30 upM y lo

cual no explica por que la enzima no tiene afinidad por el analogo del activador alostérico en

la columna de cromatografica de afinidad alostérica.
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Efecto de GlcNAc6P sobre la mutante Y254F

10
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[CICN6P],mM

Figura 17. Cinética enzimatica de la mutante Y254F. Efecto del activador
alostérico. La enzima presenta una cinética de tipo mixto Ky '\’ con predominio
de V.



UNKON DEL ACTIVADOR ALOSTERICO A LA MUTANTE Y234F
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Figura 18. Unién del activador alostérico ala mutante Y254F, usando el A8 a
292 nm como sefal andlitica.



6.7 Caracterizacion fisicoquimica de Is mutante Y254UGA

En cuanto a esta mutante, se ha encontrado que es inestable y no ha sido posible obtener
grandes cantidades de enzima pura. Los estudios de esta mutante se realizaron con fracciones
de sulfato de amonio parcialmente purificados (Fig.19).

E! peso molecular estimado es de 172 kDa y su punto isoeléctrico es de 6.9 (Fig.9).

6.8 Caracterizacion cinética de la mutante Y254UGA

Los resultados experimentales fuerdn ajustados a las ecuaciones de Michaelis-Menten y Hill
utilizando regresiones no lineales.(ecuacidn 4, a y b). La cooperatividad homotropica positiva
evaluda por el coeficiente de Hill es de A,,= 2.04+0.19.(Tabla 7, Fig.20).

La importancia de! extremo carboxilo terminal en la estabilidad de la enzima sc ha podido
dilucidar a través de esta mutante, ya que {a mutacion disminuyo grandemente la estabilidad
de la enzima, ejemplo de ello fuerdn los multiples esfuerzos por purificarla por diferentes

técnicas en las cuales la enzima perdia su actividad enzimatica.

Tabla 7. Cacterizacion cinética de la mutante Y254UGA

GlcNAc6P keys® . $0.5 6 Km
mM mM
0 348.83 2.04 34.40
2 30447 1.086 0.9298
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Figwa 19. Gel de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes SDS. De izquierda a derecha. 1.- enzima
silvestre 3.- extracto de placas 4.-extracto de preinoculos 5y 6
precipitacion salina 7.-sonicado 8.-extracto de Y254UGA puro de
HPLC en una columna de intercambio ionico.



Efecto de GlcNAc6P sobre la mutante Y254UGA
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Figura 20. Cinéticade la mutante Y254UGA. Electo del activador cxlos(érico.



Vil Discusion

E! estudio por técnicas de modificacion quimica puede dar la pauta para la identificacion de
tesiduos importantes desde ef punto de vista funcional o estructural ademas de que este tipo de
estudios proporciona mucha informacion sobre el papel de las cadenas laterates de los
aminoacidos en ta funcion de una proteina, pero la asignacion de un residuo en especial en una
funcion especifica, solo puede ser determinada por estudios de mutageénesis dirigida, aunque
debe tomarse en cuenta que un solo residuo probablemente no determine esa funcion al 100%
ademas de que existe la posibilidad de que una funcion en particular resulte alterada como
consecuencia de cambios conformacionales producidos por 1a mutacion y no por el residuo en
si.

Las mutantes de la enzima GIcN6P desaminasa en 1a posicion 254 son un exelente modelo
experimental para analizar el significado de la aparicion de un sistema mixto desde el punto de
vista estructural.

En la proteina silvestre, que es un sistema alostérico K puro, las evidencias cinéticas y el
modelo cristalografico de la enzima, muestran que las formas T y R tienen un sitio activo
diferente. Los modelos de las formas R y T permiten observar un cambio en la forma de union
de! fosfato del sustrato por parte de R172 y K205 y T44 principalmente porque cambian
ligeramente su posicion aproximandose en la forma R. Esto, naturalmente, explica la
cooperatividad, observada en fa enzima silvestre y que esta presente también en estas mutantes.
Sin embargo, en la enzima silvestre la afinidad por el sustrato de transicion es 1a misma, tanto
para R como para T cosa que no sucede con la enzima mutante Y254F por lo que aparece un
efecto V superpuesto a la cooperatividad homotropica (tabla 6, Fig. 16). Esto ha sido observado
en otras enzimas y también en otras mutantes de la GIcN6P desaminasa (Altamirano y
col.,1995), como consecuencia de la mutagénesis. La estructura cristalografica de la desaminasa
permite discutir e} comportamiento de las mutantes. Por cristalografia (Horjales y col., 1992)
este residuo interacciona con fa hélice 5 (figuras 21 y 22, parte superior) que es una region
importante en el sitio activo de 13 enzima, produciéndose probablemente, un cambio
conformacional en este sitio que puede explicar el comportamiento de las mutantes. Tal vez

exista una presion de seleccion que favorezca la existencia de sistemas K puros en las proteinas
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silvestres, pero que se trata de una situacion que puede distorsionarse muy ficilmente como
consecuencia de cambios conformacionales debidos a la mutacion y que pueden propagarse a
distancia en la molécula. Llama Ia atencibn que los sistemas alostéricos mixtos mejor
caracterizados provienen de manipulaciones de la estructura nativa de las proteinas alostéricas.
Una posible causa de esta preferencia de los sistemas biologicos por una regulacion alostérica
de tipo K con respecto a los sistemas V puros o mixtos ha sido planteada por Altamirano y col.
(1995). La seleccion natural favoreceria a los sistemas K porque ofrecen una curva de
respuestas de la actividad con respecto al modulador alostérico que siempre es sigmoide, lo que
permite mejor control metabdlico que una respuesta poco cooperativa como se observa en los
sistemas mixtos; o completamente hiperbolica, como en los sistemas V puros. En este contexto
es interesante mencionar que en nuestro grupo tenemos el primer sistema alostérico de tipo V
puro silvestre reportado hasta ahora, es el de la GIcN6P desaminasa de riffon de bovino. La
GIcN6P humana recombinante, presenta este tipo de cinética, que es del todo excepcional en
proteinas alostéricas.

Sera interesante en un futuro obtener la estructura cristalografica de estas mutantes; libres y en
complejo con Fru6P o GlcN-ol-6P, para poder establecer con precision las causas estructurales
de este comportamiento alostérico mixto.

La mutante Y254F al carecer de la posibilidad de interaccion con el residuo 151 y 152 dela
subunidad vecina, ya que no tiene el hidroxilo fendlico, crea una distorcién permanente en la
estructura del sitio alostérico de dicha subunidad vecina, propagada por el motivo cadena beta
B’ -hélice 5- cadena beta C', a cuya base se une el OH de la Tyr254 en la enzima nativa; Este
motivo es la estructura que se cierra sobre el sustrato y los intermediarios subsiguientes en la
secuencia del mecanismo de la reaccion de la desaminasa. La alteracion causada por la pérdida
de la interaccion det OH genéticamente suprimido, haria que la conforinacion del sitio ya con
el sustrato unido, no sea l1a ptima para la catlisis (tabla 6, figura 10).

La mutante Y254W presenta una alteracion cinética completamente diferente a la anterior. Ya
no se observa el efecto K/V o mixto, probablemente por que el nitrogeno indolico del triptofano
puede interactuar con el residuo K160 de la subunidad vecina, como lo hace el OH fendlico de
latirosina. Una situacion semejante; en la sustitucion de la Tyr12! por Trp ha sido descrita por
Altamirano y col (1995).
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La sustitucion por triptofano de la Tyr 254 produce una marcada inhibicion por sustrato.

En general, las inhibiciones por sustrato se deben a la formacion de diferentes complejos
ternarios.(figura 11).

El mas factible en nuestro caso seria el complejo E-GIcNG6P-NH,', y podria aparecer en la
mutante como consecuencia de la distorsion del sitio activo por la presencia de un residuo mas
voluminoso en posicion 254,

La prueba cinética de la existencia de este complejo seria el aunento de la inhibicion por
sustrato por el i6n amonio, el cual a su vez es un inhibidor competitivo (producto inhibidor en
un sistema en equilibrio rapido al azar). Los resultados de este trabajo llevan a descartar esta
hipotesis: el ion amonio no afecta la inhibicion, sin embargo la Fru6P pudo estudiarse inediante
una técnica especial, la medida del avance de la reaccion a través del cambio de pK entre
sustrato y producto.

Los resultados muestran claramente un aumento de la inhibicion por sustrato, en presencia de
una concentracion fija de Fru6P (Fig. 14). Esto puede llevar a plantear que el complejo abortivo
que causa la inhibicion por sustrato seria el de la E-GIcN6P-Fru6P.

Si bien esto puede ser una conclusion cinética valida, resulta poco sostenible desde el punto de
vista estructural donde habria que suponer una distorcion tan grande del sitio activo en el que
existan simultaneamente dos moléculas de hexosa-fosfato. Este andlisis nos ha llevado a
discutir otras posibles interpretaciones de la cinética de la mutante Y254W. Una de cllas, y que
resulta muy atractiva es suponer que la Y254W es también un sisteina alostérico mixto, pero
en el cual la transicion de T a R produce una enzima que si bién es mas afin por la GIcN6P,
tiene una ., menor (efecto K positivo combinado con efecto V negativo). De hecho, la misma
ecuacion que permite describir un sistema mixto; ya mencionado arriba. Sin embargo esta
explicacion unitaria de los cambios cinéticos en Y254F y Y254W considerandolos como
sistemas que sc han vuelto de tipo mixto como consecuencia de las mutaciones, no es tampoco
sostenible de acuerdo a nuetros datos experimentales. Si la inhibicion por sustrato se debe a
quelak,, parala fornna R es menor que el valor correspondiente parala forma T, entonces una
concentracion saturante del activador alostérico haria desaparecer la inhibicion por sustrato y
la enzima tendria cinética hiperbdlica con la &, menor (k,, de la forma R). Los resultados

experimentales muestran que la &, no disminuye. Tampoco desaparece la inhibicion por
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sustrato si no que por el contrario los valores de Ki disminuyen.

Este analisis nos lleva a plantear que tal vez no sca posible analizar estas mutantes con un
modelo simple de dos estados. De hecho, un estado alostérico intermediario ha sido detectado
en la actividad alostérica de algunas mutantes de la desaminasa (Altamirano, 1995).

En este caso de la mutante Y254W podriamos replantear la hipotesis de que la aparente
inhibicién por sustrato es de causa alostérica, es decir que los valores de la k, cambian

desfavorablemente para la reaccidn con la transicionde Ta R.

Resulta atractivo proponer un modelo que explique al mismo tiempo la inhibicion por sustrato
de la mutante Y254W y la cinética de tipo mixto con predominio de V, que se presenta en la
enzima Y254F. Por atra parte la interpretacion de la inhibicion por sustrato en términos de un
complejo abortivo clasico es insostenible por los datos cinéticos de esté trabajo: si el complejo
abortivo "clasico" enzima-GlcN6P-NH, fuera la causa de la inhibicidn, esta estaria
considerablemente aumentada en presencia del ion amonio, esto tiltimo no sucede como puede
observarse en la tabla 2, figura 12 .

El efecto de la Fru6P puede observarse coma un incremento de la inhibicion de acuerdo con el
analisis de los valores de Al que se presentan en este trabajo.

Eso nos llevaria a proponer un complejo abortive poco probable: E-GleN6P-Fru6P. De acuerdo
con la estructura del sitio active, conocida a través de estudios cristatogrificos (Olivia y cal,,

1995, en prensa), no parece probable la existencia de un complejo ternario con dos aziicares-
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fosfato en el sitio activo.

La interpretacion de estos datos cinéticos de Y254W y Y254F como la transformacion de la
enzima en un sistema alostérico mixto, con distintos valores de k,, (R) y k., (T), que son
iguales en la enzima silvestre, mientras que en Y254W la k., (R) <k, (T) y en Y254F &k, (R)
>k, (T)

El efecto de la GIcN6P sobre la inhibicion por sustrato deberia de ser el de hacer la enzima
hiperbolica y producir una inhibicion parcial. La V,,, (y por consiguiente la k., ) a infinita
GlcNAC6P tenderia al valor de &, (R) que deberia de ser menor, o tal vez cero. Sin embargo,
nuestros datos (Fig. 10) revelan que ia GIcNAc6P no tiene este efecto. El anlisis de Ki, indica
que la inhibicion disminuye en vez de aumentar. Cabe destacar que este analisis de Ki, se basa
en la aplicacion del modelo de inhibicion por sustrato clasica, a la que en este caso se agrega
la cooperatividad hométropica. La aplicacion de los datos obtenidos con este analisis al
segundo modelo discutido, no es valida. Sin embargo el simple analisis visual de las curvas,
muestra que ei efecto de la GIcNAc6P no es el esperado en este segundo modelo.

El estudio de la interaccion del extremo carboxilo terminal fue determinado por la mutante
Y254UGA que sugiere que esta region de la proteina esta involucrada en la estabilidad de la
enzima. De las tres sustituciones en la enzima, en especial aquella en que se sustituyo la Tyr
por Trp podemos mencionar que fue una mutacion que no modifico grandemente la eficiencia
catalitica de la enzima como lo observamos en los valores de Kcat/Km (tabla 8)

Tabla 8. Propiedades cinéticas de las mutantes en la posicion 254 de la enzima glucosamina-6-

fosfato desaminasa.

s 5! M's'x10° | mM

[ . Km mM k,a k,b | kcat/Km Ki Ki /Km

Silvestre 3.02+0.09 | 2.01+0.05 | 295+15 | 290£17 1.45 - -

Y254W 1.74£1.11 | 2.21%0.09 | 232+11 | 223+0.3 1 109" | 9.1¢

3.90° | 1.76°

Y234F 1.75+¢0.11 |2.03£0.16 | 36+0.3 | 57.6+0.]1 | 0.284 - -

Y254UGA | 2.04£0.19 | 3.440+5 64.1 50& 0.546 - -
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VIII Conclusiones y perspectivas

Es con base a este anilisis, que concluimos en forma atn muy primaria, que no parece ser
posible describir este comportamiento cinético de las mutantes en 254 de la GIcN6P desaminasa
de E. coli, con base a modelos que toman en cuenta solo dos estados conformacionales de la
enzima, (T y R).

Como hipdtesis de trabajo para futuras investigaciones, proponeinos lo siguiente:

Las mutaciones transforman un equilibrio alostérico de dos estados, simple y clasico, en uno
mas complejo, por ejemplo de tres estados (T, S y R). Esta complejidad ya existe, pero algunos
de estos estados tienen constantes de disociacion o valores de k., iguales, y no es posible
detectarlos por medio de experimentos cinéticos. Cuando una mutante modifica esta situaccion
y los valores de &, que antes eran iguales, se hacen diferentes. la cinética nos revela esta
situacion. La complejidad ya existia, pero solo se revela cineticamente cuando una mutacion
nos caimbia los valores nimericos de las constantes cataliticas, como seria en este caso.

Si esto es correcto, alguna sefial fisicoquimica (DC, fluorescencia. propiedades hidrodinamicas
en la ultracentrifugacion) podrian revelar esta complejidad en )a transicion alostérica.

La cristalografia de rayos X, cuando permita comparar los complejos E-Fru6P (y analogos) con
los complejos ya obtenidos para la forma R, podrian revelar la existencia de una forma de una
conformacion diferente cuando se ocupa solo el sitio activo (forma R homotropica) o cuando
se ocupa el sitio alostérico (forma R heterotropica).

El sefialar este logro puede ser uno de los principales aportes de este trabajo. Sin embargo es
importante destacar otro aporte interesante de este trabajo: hasta ahora no habia sido posible
medir la velocidad de la reaccion catalizada por la desaminasa, en presencia de Fru6P.
Utilizando la reaccion acoplada de la glutamato deshidrogenasa para medir el amonio, se
podrian obtener datos cinéticos en presencia de Fru6P. Sin embargo el elevado Km de la
glutamato deshidrogenasa para el amonio, hace que este ensayo no sea ¢! adecuado para obtener
datos cinéticos de calidad.

En este trabajo hemos empleado por primera vez un pHstato automatico que nos permite medir

en forma continua la liberacion de iones H+ cuando la reaccion se desarrolla en el sentido
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sintetico, o su captacion, cuando la reaccion se estudia en ¢l sentido desaminante. Este
movimiento de protones se debe simplemente a que en la reaccién se transforma un grupo de
pK 9.8, el ion amonio, en uno mucho mas acido, el grupe amino protonado en posicién 2, de

la GIcN6P (pK 6.8). Lo que nos permite medir de forma continua la presencia de la Fru6P.

Fimgvas 21 y 22, fstenctiva erdatalogrit ica de
¥a enzimy Blucasamina-h-fastatn drsaminasa.




IX APENDICE

9.1 ABREVITURAS

GlcNAc: N-acetil-D-glucosamina.

GlcN: D-glucosamina,

GlcN6P: D-glucosamina 6 fosfato.

GlcNAc6P: N-acetil-D-glucosamina 6 fosfato.
Fru6P: D-fructosa 6 fosfato.

PTS: sistema de trasferencia de fosfatos.
GicN-ol-6P: sorbitolamina 6 fosfato.

EDTA: Acido Etilen-diamin-tetra-acético

SDS: Lauril suifato de sodio.

" TEMED: N.N,N',N'-Tetrametiletil-enediamina
Tris HCL: Trizma base acidificado con HCI
Na2HPO4: Fosfato de sodio debasico

DTNB: acido 5,5"-ditiobis- (2-nitrobenzoico o reactivo de Ellman)
TNB: acido tionitrobenzaico

UV: ultravioleta

DEAE: dietilaminoetil

9.2 ELECTROFORESIS, SOLUCIONES

Geles para electroforesis en pedacitos al 12%

Gel de separacion

Acrilamida bis T30 ¢ 0.5 8.85ml
Glicerol 87% 3.45ml
Tris HC! IM pH 8.8 8.75m}
SDS 10% 220ul

Peroxodisulfato 10mg/ml 300ul
desgasificar al vacio
TEMED 30ul
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Gel d y

Acrilamida bis T30 c3 440ul
Tris IMpH 6.8 325ul
SDS 10% 25ul
Agua 2.65mi
Glicerol 87% . 460ul
Peroxodisulfato 90u!
desgasificar al vacio '
TEMED 25u

0% J%
Acrilamida . 58.4g
Bis - 1.6g
agua ' 200m!
guardar a 4 C en recipiente cerrado

) ,

TrispH 6.8 2.5ml
SDS 10% 4m}
glicerol ‘ 2.0ml
{i-mercaptoetanol Iml
agua destilada - hasta completar 10m!

(0.125 M Tris-HC1,4% SDS,20% glicerol, 10% 2-Mercaptoetanol.pH 6.8)

£ ra {si i inuo de Lagmml
(0.025 M Tris,0.0192 M glicina, 0.1% SDS, pH 8.3)
Tris 2% ‘
Glicina 57.68
SDS 10% 40ml
agua 4 litros

Esta solucion ira en la camara de electroforesis.

! 1 rminacion del o isoelectrico
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Para 12ml y un gel de 0.35 mm:
H20 7.87ml
glicerol 1.2 ml
Acrilamida stock  2.20m|
anfolitos 3.5/10  0.72ul

TEMED 23.0ul

persulfato de amonio al 10% 50 ul
ANOLITOS

(4cido acético 0.02 M)

Acido acético glacial  4.6ml

agua 4 litros
CATOLITOS

(NaOH 0.02 M)

NaOH 40 ml de una sol. 1M
Agua 2litros

G radient

Amortiguador de Tris-borato

Tris base 0.07M

ac. borico 0.08 M

EDTA 2.5mM

se ajustael pHa 8.5
Preparar ademas un poco de amortiguador Tris-borato al doble de concentracion (2x),

Etanol 20% coloreado con azul de Bromofenol y sacarosa al 20 % coloreada con rojo de

metilo.

Acrilamida concentrada al 60 % Acrilamida al 8 %
acrilamida 576¢g acrilamida 768¢g
metilen bis A 24g metilen bis a 032g
agua hasta 100 mi agua hasta 100 ml

Para preparar 4 geles:

Camara de dilucion camara de reposicion
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solucion al 4 %

acrilamida 8 % 4 ml

amortiguador 2x 3.9 ml

persulfato de amonio 10 mg/ml 102 pl
TEMED 14 pl colocarlos en la camara

9.3 MEDIOS DE CULTIVO

iqui ia- stel

Para 1000m}:

Caseina 10g

Extracto de levadura 58

NaCl 9

Na2HPo4 1g

Agua hasta acompletar 1000m!

Agregar ampicilina al medio

Medio solido Luria-B .
Para 1000mi:

Bactotriptona 10g

Extracto de levadura Sg

NaCl 9g

Bactoagar 15g

Na2HPO4 dibasico g

Agua hasta acompletar 1000m!
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solucidn al 30 %

acrilamida 60 % 4 ml
amortiguador 2x 3.9 ml
persulfato de amonio 80 pl
TEMED 9 p! (en la camara)



odo radfor lik inacio ei

Pesar 100mg de azul de Coomassie G-250,disolverlos en SOm! de etanol al 95%, mezclar
con 100m! de H3PO4,una vez disuelto se afora a 1000ml con agua, se filtra.

Mezcl ica 4X 1 S N
SDSal 10 % 10ml

B-mercapto etanol | mi

EDTA025M 0.8 ml

Glicerol 10 m}

Trir- HCIpH 68, IM 1.25 ml

Azul de bromofeno! agregar un poco

agua hasta 25 ml
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