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TESIS PARA OBTENER EL TITULO DE QUIMICA EN ALIMIENTOS

IE1 trabajo experimental fue realizado en cl laboratorio de Fisicoquimica ¢ Ingenieria de
Proteinas del Departamento de Bioguimica de la Facultad de Medicina de la UNAM. con la

asesoria del Dr. Ismael Bustos Jaimes.

Este proyecto contd con ¢l apoyo del proyecto 4'328-Q del Consejo Nacional de Ci¢ncia y

Teenologia (CONACYT).



Lo anico cierto son nuesiros sueiias ¥ nuestros recuerdos.

Alejandro Dolina
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RESUMEN

La ;,lucosamu '1;6-r(isfiltﬁ désilminasu (EC 3.5.9‘).6) es ina enzima .nloslcnca que cataliza
la isomerizacion y dcs'xmln'\cmn de la gluco«mnmm G- fcmf.llu p.lr.x produur fructosa G-
fosfato y amonin. Esta enzima cs,un pusn re 'ulndo en la via dc dcgmdaci(‘)n de N-acetil-
L_Iucos-lmllm. La enzima h.l sido CdrdClLl‘ll-ldd l.lnln cmv.nc.l u)mu estructuralmente y su
comportamiento puede ser (.xphc.ldn en los lcrmmos del mmh.lo simétrico de Monod-
Wyman- Ch.uwun. La gluco'eznmn.n 6-fostato dc.s.nnmusn ha sido cristalizada en sus
estados T y R de baja y alta :lﬁnidud pnr el sustrato, respectivamente. Sin embargo, la
naturaleza de la lr:ulsici(m'cumcn’mri’:yn de ‘esta enzima no ha sido comprendida a nivel

estructural. No se¢ conocen los desencadenantes estructurales que permiten a la en

ima

transitar deb estado T al estado R a través de ln unidn de tigandos, ya sea en el sitio activo

o en ¢l sitio alostérico. Tampoco ha sido posible comprobar experimentalmente que Ia
transicion cuaternaria de esta enzima sea un evento concertado, como lo propone el

modelo simétrico. En esta invest

acion nos proponemos estudiar la transicion alostérica
de la glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia coli a través de un residuo’ de

triptofano colocado en una regién que nos puede dar informacidn de los cambios

estructurales que ocurren en la enzima durante 1a tr.mslci()n cu.m.rn.m.l. Fl triptofano es
un residuo que puede ser utilizado. como \UII(I.I lluorcccunc y.l que-su’ gspz,glr() de

emision se modifica al cambiar el ambiente LILurnmCO quefo rodea. Estos cambios ©

asociados a los canibios estructurales de la enzima.




La mutacién de lisina 234 por triptofano no afecté significativamente el comportamiento

cinético de’la enzima.: Esta mutantc presenta sefiales de fluorescencia asociadas

aparentemente al cambio cuaternario de la enzima. Este estudio hace notoria 1a existencia’

de distintas conformaciones estructurales para el estado de alta afinidad. (R) de la

glucosamina-6-fosfato desaminasa.
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ANTECEDENTES

AMINOAZUCARI:‘S,

Los aminoazicares son munu-mcandos en dondc uno o mis dc Sus grupos hldroxllo se

cncucmr.m <uﬂ|m|dos por aminas prlm.l

sio set.unddrms al csmr susulu

as’ por.un

acctilo. Son componcmcs “dé h supcrﬁcu: cclul.lr dc I.ns b'\cterlas y f'orm:m p.lnc dcl

csqucluo cstrucluml de pcpudogllcunn cn cubnclcrms (p.lrcd cclul.lr). asi como mmbtcn

de la capa externa de Ilpnpnl:snc.\ndo dc las b.xctcrl.ls gr.lm ncgmvxm
Los aminoazticares son abundantes en la naturaleza y no son exclusivos de’las paredes
celulares de Ia bacterias, también forman parte de diferentes biopolimeros simples o

complejos. Son constituyentes de Ia quitina, que e¢s un homopolimero de N-acetil-n»-

glucosamina (GleNAc) con uniones 3 1-4. y también se encuentran en diversas proteinas

glicosiladas. La mayoria de los glicoconjugados (cirbohidratos unidos covalentemente a

proteinas o lipidos

slicoproteinas y glicolipidos) de las superficies celulares de
mamiferos conticnen aminoazicares, incluyendo residuos de idcido sidlico. El papel de

los carbohidratos en las propicdades de las proteinas. no se conoCc;cn su totalidad .y su

papel pucdc ser tan diverso como: l) mantener l.| contorm'\mén estructurul de una

proteina, 2) dctcrmm-lr el tiempo de Vldd media dc ;Ilcoprmcm.-s y cclula: cnrcunddmcs

(Drickamer. 19‘)1). 3) controlarla pcrmc.\blhd.ul de’la mcmbmnn.‘4) rq.ular et

metabolismo'y |.| duvmu‘ni celular (Fcrml‘n y Nathan. ‘991; ‘Glick y cql. I9‘)I) y 5)

funcionan como rcccp\orcs de hormonas y patdgenos .

Los aminoaziicares, como la dD-glucosamina (GleN) y la N-acetil-p-

fucosamina

(GicNAc) se utilizan como fuente de carbono por /2. coli. En especial, la GlcNAc

3



promueve velocidades de crecimiento comparables a las producidas por 1a glucosa. Bl
crecimiento de £. coli en un medio con aminoaziicares como tinica fuente de carbono,
induce la expresion de las enzimas necesarias para el metabolismo de los aminoazicares,
codificadas en ¢l operdn divergente nag (Figura 1). Los genes nagB y nagA codifican
para dos enzimas, la g.lucosuymina—G-fusfmo desaminasa (GIcNGP desaminasa) y la NV-

acetilglucosamina-6-fostato desacetilasa (GleNAc6/ desacetilasa), respecti vamente.

En ausen dc aminoaziicares en el medio, la enzima responsable de la sintesis de nove
de aminoaziicares en £ coli es la glucosamina-6-fostato sintasa (GIcNG/ sintasa)

cadificada en el gen glmS (Figura 2).

‘ nagk J [ nagh | L nagA - l - aagC | naghD l
-+ n >
1 - : ‘ . L]
- . B v
Gle NO 2 besann s I Reiresasr - po s i torem
Proteing EITCRAS . o GRNAC 6/ dewcetitniia 5 fosféekeon de femolva

Figura 1. Organizacidon de los gchl‘s ugrﬂpndos cn cl operon divergente nag (tomado
de Plumbridge J.AL 1992),

El metabolismo de GleN y GleNAc se puede llevar a cabo por los procesos catabdlicos
en que se wtilizan los genes del operén nag y pbr los procesos anabdlicos que se levan a
cubo por las proteinas de los genes gln. Ambos aminoaziicares son introducidos por los
genes manXYZ y nagls respectivamente que forman parte del sistema de fosfotransferasa
(PTS). Durante el trinsito por la membrana son fosforilados y posteriormente se
degradan hasta Fru6/? y amonio por los productos de los genes nagA y naghB. Cuando i

GleN y 1a GleNAC estin presentes en el medio son utitizados para la formacidn de
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péptidoglicanos y lipopolisaciridos. En ausencia de aminoazicares, ¢l gen gimS es
esencial ya que se encarga de la generacion de GIeNGP. El gen glmnM codifica para la
enzima responsable de la conversion de GieNGS en glucosamina I-fosfato (GIcN1 )
mientras que el gen gl codifica para la enzima responsable de la acetilacién de In
GleN1P formando M-acetilglucosaminal -fosfato (GleNAc!1P) 'y posteriormente se
sintetiza UDP-GIeNAc, ¢l cudl se utiliza como donador de aminoazicarcs en diversas
reacciones de transterencia durante la st’mcs‘ibs ‘de  peptidoglicanos. La N-
acetilmanosamina (ManNAc) cnlru‘ a ta célula por accién del transportador manXYZ
acoplado al sistema PTS, produciendo N-acetibmanosamina 6-fosfato (M:ian\c(;I’). El
dcido N-acetilneurimico (NANA) entra a Ii; célula por un sistema simporte codificado
por nan?’. Dentro de la célula una aldolasa (N-acetilneuraminato liasa, rik:.:zA) r()mpc al

NANA generundo ManNAc y piruvato. Las vias de degradacion del NANA, ManNAc y

GlcNAc convergen a1

vel de la GleNAc6,.

La GleNG” puede ser generada por cuatro diferentes reacciones: 1) Transferencia del
arupo amida de 1o glutamina a la Fru6/?; 2) reaccién reversa de 1a GIeNGS desaminasa: 3)
tosforilacion de la glucosamina por una hexocinasa y 4) desacetilacién de la GleNAc6r?

(Plumbridge y Vimr, 1999 y Plumbridge, 1989).



san

Acuio sialico
NANA NANA —#& NManNA¢ « Punvato
won
nank tvhely
ManNAc N d, ra
e XNyYZ
l nernds (vl dd
GleNAC GNP
g E
* nagA l oy lel/ul,
GteN CteNor CleNAcLP
HuemNYYL LR e Tonsts
lul(ﬂ Tl
. (In
i UDP GleNAc
Fenol
BNTERIOR INTERIOR Lipmie A . UDP-MwNAG pentapeptito

Figura 2. Mctabolismo de los aminoazicares en E. coli. Se mucstra Ia via catabdlica
(genes nag) la via biosintética (genes gim). (Fomado de l’lumbrldgc Yy Vunr. 1999 y
Mengin-Lecreulx y Heijernoort, 1996) o %

GLUCOSAMINA- 6-FOSFATO DESAMINASA ) - .

I.a enzima glucosamina-6-tostato desaminasa (GleNGF desaminasa, EC 3.5.99.6 antes

EC 5.3.1.10), cataliza la isomerizacién y desaminacién. reversible de pD-glucosamina-G-

fosfato (GlecN6/P) en D-fructosa-6-fosfato (Fru6/) y ion amonio (Comb y Rosemnn. 1958;

Midelfort y Rose. 1977 Calcagno y col.. 1984).

+ NH,

u-glucosamina 6-fostfato u-fructosa 6-tosfato

“igura 3. Reaccién en la que Ia GlcN6/” desaminasa participa.
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LLu enzima fue descrita inicialmente por Leloir y Cardini en 1956 y ha sido identificada
en diversas especies de animales, protozoarios,. hongos y bacterias.. Las GleNGP
desaminsas de Escherichia coli (Aftamirano, y col.;1991), Candida albicans (Natarajan,
y Datta. 1993). de rinén canino (Larn-l_emus y col.l 1992) y bovino‘(l“ﬂra—l.cmus. 2001).

asi como de upt.rmalo:mdcs de. Melacru-cm: uurauu (Parrmglon. J. y col..l996) han

sido purificadas. Se conocen, cn!rc olros. los bencA de tas GlcN6P dcsdmm.ns.n de.

Cm.-n()rhubdun cleg(m\. chaplamm caprtcolum. Hat,l"()plulu\ mﬂucn-ae. Borrelia

hur,gdorﬁ:n y Bacillus subtillis.

La dcsuminnsa en mmamiferos estd presente en concchtracioncs considerables en
espermatozoides maduros. En un prilicipio Parrington y. Lai identificaron a la desaminasa
como el factor desencadenante de oscilaciones de los niveles intracelulares de calcio en el
ovocito durante la fecundacidn por lo que 1a llamaron “oscilina™. Finalmente se demostré

que la verdadera oscilina habia sido copuriticada con la desamin

a de espermatozoide y
que la GIcN6” desaminasa carece de ta funcién que le habia sido atribuida (Wolny v col..

1999y,

Figura 4. Monomero de GIeN6F desaminasa de I2. coli. En ¢l conférmero R . Se
representa al inhibidor competitivo, GleN-ol-622, ocupando ¢} sitio activo. (Tomado
de Lara Gonzzilez, 2001).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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La GleNG/S? desaminasa es una proteina homohexamerica (Calcagno y col.. 1984), su
estructura primaria €s conocida por la secuéncia de nucleotidos def gen nagB3 (Rogers y

col., 1988). Su secuencia de aminodcidos (Rogers 'y col., 1988) nos muestra que cada

dena de proteina estd formada por 266 aminodcidos y cuenta con un peso de 29.7 kDa
aproximadamente (Figura 4). Se ha buscado homologia con otras proteinas. pero no se ha
encontrado similitud significativa, excepto las GleNG6/? desaminasas de otras cspecies y el

gen putativo de la galactosamina-6-fosfato desaminasa de £, coli.

£

isten 2 genes de 1a GleN6/? desaminasa en mu,n"a‘l'fcros._quc difieren en longitud y
comparten identidad en 240 residuos.. La secuencia farga en mamifcros (humanos, ratén y
hamster. que tienen una clevada idrcnlidad entre sn’) ljcnc is9 rcsidubs aminoitcidos, 23
mis que la enzima de £, coli y es homdloga con Ja cnzﬁnn bicteriana sélo en la secuencia

de los residuos 1 a 258, Este segmento contiene todos los grupos relevantes para-la

s y los contactos entre las subunidades en Ia molécula de desamina

y bacteriana y

su plegamiento s pricticamente igual. El seginento 258-289 de la enzima de mamifero

forma el extremo C terminal y no tiene una contraparte homologa con las desaminasas de

OLFOS MICroOrEINISMos.

El hexdmero de fa GIeNGP desaminasas esti arreglado como un dimero de trimeros

(Figuras Sy 6) con un ¢je cristalogrifico de orden 3. con una simetria interna 32 (Oliva y

col., 1995).



Figura 5. S¢ muestra un hexamero de ba GleN6? desaminasa de E. coli observandose
desde ¢l ¢je de simetria de orden tres (Tomada de Lara-Gonziilez, 2001).

Figuru 6. Sc¢ mucestra un hexamero de la GleN6# desaminasa de £, coli, visua
fateral, teniendo un arreglo de dimero de trimeros (Tomada Lara-Gonzsilez, 2001).
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La glucosamina-6-fosfato desaminasa pertenece a la clase (2-R) aldo-cetosa isomeras

s.
Presenta en . coli (cepa ATCC11303) un punto isoeléctrico de 6.0-6.1, una constante de
sedimentacién de 9.0 S, una &, por subunidad en el sentido de formacién de Fru6-£” y
amonio de 300 s y de 76 s en el sentido inverso. La enzima cs activada alostéricamente
por N-ucc!ilglucos:\minn 6-fosfato (GIcNAC6P). Esta se une al-sitio .lluslcncu p.xmr
aumentar la nfmdad aparente de la enzima por su \ustnm. la GlcN(xl’ lo que .u:omp.m.l

de la perdldn de 'la coopcmuvndad homotrépica. A ccncemmcuoncs saturat lc\ de‘

GleNAc6r, 'la GleN6» dcs:umnns:"presenm una clnenca hxperbollcu. Este

comporl:unichm es caracteristico 'de los ‘llamados si slcm.\: K (Monod y col.. 1965),

debidoa que al incrcmcnlqr sucesivamente la cunccmrm.'l 51 del actividor, los valores de
Sos disminuyen (efecto I\;). l!liéltlrz;s:fllxé los valores ‘dc Vo 10 se modifican, esto
significa que el controd .\Ioslcncu opera por medio de la modificacion de la afinidad
aparente de 'la enzima por su sustrato sin cambio en su constante catalitica (Caleagno y
col.. 1984). En un sistema K la activacion, ya sea homotrépica o heterotrépica. cambia 1a
afinidad de 1a enzima por el sustrato sin que se modifique la &g,. ¥ por to tanto la Vv, de
la reaccién. La presencia del efector es suficiente para modificar la afinidad de la enzima
por su sustrato y a su vez el sustrato modifica la afinidad de la enzima por cl efector
(Monod y col., 1965). La enzima que sobreexpresamos en ¢l laboratorio, proviene de Ia

cepa K12, presenta una K, para la GleNGP de 0.5 mM y una &, de 158 s por subunidad

(Lara- GonLnlcz y u)l.. 2000).
1 GIeNGP. desaminasa de E. coli. se puede dividir estructuralinente cn 2 zonas
gencrales: Ia zona interna y la zona externa. La zona interna es responsable de la mayoria

io



de los contactos intermonoméricos del hexdmero funcional y consta de tres segmentos:
un motivo hélice-asa-hélice (residuos 207 a 233) que unen ¢l hexdmero en la zona del ¢je
de orden 3. un asa-hélice que establece los contactos intermonoméricos cerca del orden 2
(residuos 244 a 253) y una vuelta que esta unida por puentes de hidrégeno al fragmento
anterior (residuos 137 a 143). Los residuos restantes (1 o 136, 144 a 200, 234 2243 y 254

a 266) forman ta zona externa, a diferencia de la zona interna rota durante la transicion

alosté

ca (Rudino, 2001), (Figura 7).

H1L H2
WBLT PLTTAEGQVIKWAAPH I VNP INAFKPTADRF FVLILEPTESTPMTTVRALV EVMHK AGY
H 1) ) 8 ) 1 ab ak B3 s§ 23

H3 Ha HS HA
VEFRKHVVTEMMDETY WS LPKEHFES VY S FMHPNFFOHVD I PAEN INLLNSHAPDIDAECPH D
as k2 © af £ £ 1) 198 1o X6 110
HT HY o

VEEK IPSVGK IHLFWMSSVGNDGH IAFNEPAS SLASP TP IKTLTHDTR VANS B FFDND VNG
13 vJo 138 1do s 1So i35 1o 9 ko 173 10

H10 Hit Hiz HL3

VERVALTVSVGSTLLDAEEVIMILV UGS QRALALGAAVEICVHHMWT I SCLOLHPKA (MVCD
s 130 £ 20 a5 ) ¥ls +Io s :1o 3s ]
Hia HIS Hia

EPSTMELKWVKTLP VFNELEAEMIKGL
ads G 2o 24s

Figura 7. Arquitectura de
correspond
£

In GleN6/” desaminasa de E. coli. El motivo
nte a la tapa del sitio activo se muestra subrayado. Los asteriscos
alan aquellos residuos que interactiian con ¢l sustrato,
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CONTROL. ALOSTERICO

El control alostérico de algunos procesos quimicos y fisiolégicos es escncml las

funciones celulares, juega un papel impormntc n I.n r«."nl.acmn mct.lbollc.l. en fa

respuesta celular, expresion o repres |cuci6n‘cclnlur cmrc mms. La

n de geués v COmu

regulacién en las propiedades de nni()u‘dc u

a prolcum dloslcrlc.l pnulc. deQLrIbII‘SL como

un equilibrio entre dos estados conform.lcxonales dn rcmcs' un es uJo l‘ y un L\ldd() R.

EEn la transicion de un csmdo a olro p:lnicipnn cambios conformacion:lles a nivel de'la

estructura cuaternaria, que pronjnucv‘cn modificaciones locales en la'estructura terciaria de
la unidad monomérica, y alteran las propicdades de unién de ligandos (Altamirano y
col. 1991).

La transicion alostérica de TaR ch 1a_desaminasa ocurre cuando la GIeNACG!? se une al

sitio alostérico (Figura 8) o por 1a.unién de sustratos al sitio activo. Las fuerzas que

dirigen la transicion, estin :lsocmdus a la unidn del grupo fostato . como consecuencia de

la presencia de residuos cargados positivamente que provienen del médulo externo ¢

interno y del asa catalitica y que forman 1a estructura de sitio activo. Por lo que la unién

del grupo fosfato produce un rearreglo estructural que dispara la tran

ton alostérica.

T R

mra 8. Esquema de la transicion alostérica provocisc

molécula de activador,
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El sitio alostérico tiene cargas positivas que se distribuyen a lo largo de ambas

subunidades. La presencia de cargas negativas del grupo fosfalo genera atmccién entre el

mddulo externo y dos monémeros vecinos. Una vez mis, esto gencm cl c.xracler rigido

del médulo externo que es esencial para generar la mlsma conformm: nen el esmdo R,

cuando la transformacidén estd d:rlg,xdn por fuerzas .ipllc dxw ‘en cada un.: de I.\q ‘dos

diferentes regiones de la molécula. Los c.nnbms conformdcwnnlcq no colamente 1fecmn

al movimiento relativo del mdédulo interno y exlerno.'smo ‘que:requicre unudcllg:zldn

l.. ‘)99)

Los cambios en la cslruclurd cuaternaria son el r:.sulmdo dc a nivel de la

estructura tcrciari:\ de cada subunidad. que estin asocia do< ala umén del Sixslrato o del

efector alostérico. Los c.lmbm< conformacionales del conférrncro T a'Rise’ de:cnben

como un movimiento relativo de dos entidades rigidas denlro dc C'lda monémero. que

modifican el sitio activo. Sin embargo, Ia conformacmn'capaz dc wair nl:.efcctor

alostérico s6lo es generada en ¢l conférmero R.- Dos diferentes. mecanismos

desencadenan este proceso. uno desencadenado por el sito catalitico 'y ‘otro en el sitio

alostérico.

Se conoce la-estructura de la forma R de la enzima E. coli, 'a partir de datos

cristalogrificos de difruccién de rayos X a 2.1 A, Se resolvieron los complejos enzima-P

(fosfato inorgdnico ocupando los sitios activo y alostérico). enzima-GleNAc6P y enzima-
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2-amino-2-desoxi-D-glucitol-6-7 (GleN-01-6/7). Este iiltimo ligando es un inhibidor sin
salida, que ocupa ¢l sitio activo (Olivn y col 1995).  Mds recientemente -se.obtuvo el
modelo de la forma T a 2.2 A de resolucién, en ausencia de ligandos (Horjales y col..
1999). La estructura de Ia I‘or\m’a R y sus complejos muestran inequn‘vdcnmémc ios sitios
alostérico y activo de’la enzima. La compnrucién de 1a conformacién R con |?‘l forma T

demuestra el cambio global que experimenta la proteina en la transicion alostérica,

La enzima tiene' 6 silio§ ilostéricas. los cuales se encuentran en los espacios entre las
subunidades qﬁc forman cada trimero. De este modo. los sitios de unidn del activador
uluslériéo se encuentran formados por dos mondmeros vecinos. Este hecho hace notar
que se cs‘nblcccn contiactos importantes entre subunidades al unirse este ligando.

Se considera que la GleNAcGH se une exclusivamente al estiado R (estado de mayor
afinidad por los sustratos) y ¢l tnico capaz de unir al activador. Ambos efectos. ia
cooperatividad homotrépica y Ia activaciéon por GIeNAcGS en la GIcNG/* desaminasa
pueden explicarse satisfuctorianmente en ¢l marco del modelo de Monod-Wyman-
Changeux (MWC), El modelo de MWC es esenciaimente un modelo en equilibrio y su

aplicacion en procesos cinéticos es posible bajo la suposicidn de que la enzima tiene una

cindtica en equilibrio rdpido y no una cinética en estado estacionario.

SITIO ALOSTERICO

En el contérmero T, {os residuos del sitio alostérico no se encuentran en posicién correcta
paci unir la GleNAc6£, 'lrin esta conformacion, el grupo amino terminal esti a miis de 10
A e los residuos ArglS8 y Lys160 de ia subunidad adyacente y se une por un puente de

hidrogeno al oxigeno carbonilico de la Alal50 de la subunidad vecina. El sitio nlostérico
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se encuentra ensanchado en el conférmero T en esta regién se acumulan cargas positivas
que son neutralizadas con la unién del grupo fosfato de la GIcNAc6P en el conférmero R.
Se puede describir el sitio alostérico de la GlcNG6P desaminasa (Figura 9) en el

conférmero R, cl fosfato de 1a molécula del activador alostérico se llga dc la mlsma

forma que el fosfato inorgdnico: presenta contactos mediante puemes salmo< con ArngB
y Lysi60 y por pucmc de hldrégeno al nitrégeno de la cadcna pnncnpal dcl rcsxduo 152 y

al Oy dc la Ser 151 (Olnva y col.; 1995) La idnica interaccién del grupo fosfato con la

subunidad adyaccnle es por un puente de hidrégeno al grupo N-terminal, el cunl se
encuentra desprotonado durante la transicién alostérica, la protonacién de este grupo es

responsable de la pérdida de cooperatividad a pH de 6 de la enzima (Lara-Gonzdlez y

col., 2000).

GleNAcop

Figura 9. Dctalle del sitio alostérico de iy GleN6#” desaminasa. Se‘rcprcscnlan los
residuos importantes del sitio alostérico ¥ al centro, transparente, 1a molécula de
GIlcNAc6P (Tomada de Lara-Gonzilez, 2001).
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En el sitio alostérico el dtomo O3 del activador ulosléricb se encuentra unido por un
puente de hidrégeno al carbonilo del esqueleto principal a nivel del residuo lie159. La
parte hidrofébica del grupo ‘acetilo_se unc por contactos de van der Waals con este
rc;iduo. La- densidad de clectrones observada permite distinguir al anémero « del

activador alostérico como la forma que se une al sitio alosterico (Olivia, G. y col.. 1995).

Un rcsidllo'ixxlponnhls‘: en el 'sitio alostérico e5 1a Tyr254, que intcrz;c‘ci‘on‘n por‘pu“cmc de
hidrégeno con'el ‘oxl’gcno'cnrly)onflico de laThr16! en cl_cohféhnéro R, m’icn‘lr:;S que en’T
hace el misum tipo de interaccién pero con la Pro149, por lo tantd la Tyr254. funciona
como uﬁ intéfruhtor (Mbmcro-Mor:in y col., 1998). :

O1rro residuo impon:‘unc es la Tyr121 que se encuentra asociada a cambios estructurales y
l'unnci()l!:xlc§ producidos por la unién del sustrato (Altamirano y col.. 1994).

El cambio conformacional alostérico provoca en cada monémero dentro del hcxz‘n“cro‘
una rotacién de 13.1° alrededor de un sélo eje. paralelo al eje de simetria de orden tres y
muy cercano al residuo 197 de cada mondmero. El hexiimero durante la transicicon
alostérica presenta interacciones intermonomeéricas limitadas a tres regiones:

1) Cercana al ¢je de simetria de orden tres, entre los residuos 216 y 232,

2) Cerca al cje de simetria de orden dos. entre 10s residuos 244 vy 250.

T

3) En el sitio alostérico. ubicado entre monémeros adyacentes (Horjales y col.. 1999).
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SITIO ACTIVO
E! sitio acuvo (F‘gura 10) se forma entre dos asas <|tuadns en cl cxtrcmo C-tcrmmal de

las hebras By E (F'gum 7) EI fosfalo dcl smo acuvo eﬁm umdo por pueme salmo ala

Ly5208 y Argl72 y por pucntcs de‘h|

(Ollva y col.. 1995) EI mhlbldor compcunvo se encuentra umdo de forma 'cxtcnd da con

su O5 npunmndo hacm el Nx:2 dc la H' 143. Esta hlsudma esth en COI‘ILﬂC o con ‘el 06]
del qul4l Yy el Ocl dcl Glu. El reSIduo Asp72 se encuentra onenmdo hac:a el hldrégeno

en C2 del aziicar y hace un puente de hldrégcno con el Ol del inhibidor.

Figura 10. Detalle del sitio activo de 1a GleN6P d i Se tra ¢! inhibidor
competitivo unido al sitio active (Tomado de Lara-Gonzilez, 2001).
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MECANISMO

Midelfort y Rose (1977) propusicron un mecanismo c:\l;ll(lico _basado en el mecanismo

general de Ia somerasas cetoalddlicas (Rose. 1975). Con b-nsc l.n cstruclura dc_l

complejo enzima-GIcN-0l-GF se propuso un mcc.mmmo catalmco (Ohva y col‘. |995)

que ha sido completado con datos cinéticos cn o..l quc se pullllhlllLd I.\ |mponancm de los

residuos del sitio catalitico, Ihsld’_’» y Glul48 en |d .\pcrl}um’ dclf‘anillo ydcl sustrato

(Montero-Morin y col., 2001). e s TR

Este mecanismo (Figura 11) comicnza con’ la :'l‘[“)‘cr‘tm"évdcl ahillo de piranosa de la
GleNGS por el residuo His143. £n este puhlo. cl cAu”rbox;iImo;dcl résiduo de Asp72 sustrac
el protén de C2 y de muanera concertada.’Sc Heva acabo la enolizacién entre Cl y C2

(formacion del cis-enol-amino).

Subsecuentemente. este intermediario se convierte en el correspondiente enol-amonio
cuando el protén regresa al aminoazicar en la posicion Ol: Existen dos interpretaciones
sobre cémo puede darse 1a siguiente etapa. En una de’ellas. un: protén del grupo amino

puede ser tomado de nuevo por Asp 72 form:’mdosc un:y ci.\'-enal-amina (2-amino-

2desoxi-D-arabino-hex-2-¢nitol 6-fosfato), la QUc poslcnormv_nlc wmn el protén de

Asp72 en la posicién Cl pro-R  que al arrcglar‘ fornm la fructosnmlna 6 fosf.no -

desoxi-2-imino-p-arabino-hexitol 6- fosfato). EI’ grupo mmm reacciona entonces con
una molécula de-apgua producl endo un carbmol .m\omo. un intermediario inestable.

Alternativamente. se puede llegar a este imenncdiario si el enlace 7t entre Cl y C2 del

intermediario civ-enol-amonio ¢s atacado por una molécula de agua en la cara re del

intermediario.



La estructura del imermediario cis-enol-amonio es muy similar a la del inhibidor
competitivo. Este intermediario se descompone en Fru6P y NH,. Se ha demostrado que el
sustrato para la enzima es el ion amonio, de forma que ¢l amoniaco formado en esta etapa
debe tomar un protén. Lo mds factible, es que lo tome del carboxilo del Asp72 para

liberarse como ién amonio (Olivia y col., 1995).

Disolvemte

Sitio Activo
s -

Figura 11. Mccanismo de reaceién propuesto para la enzima GleN6/ d i

Las lineas punteadas corresponde al equilibrio de unién de 1a forma aldchido del
sustrato (tomado de Montero-Morizin y col., 2001).
La interaccion cooperativa ocurre entre dos sitios separados, el enlace del ligando en un
sitio induce un cambio en la estructura ajrededor de la proteina que es transmitido por un

canal polipetidico. (Robert, 2000) Este concepto de transimitir un cambio estructural en la

TESIS CON 19
FALLA DE QRIGEN




proteina resultando una comunicacién entre los sitios es llamado “alosteria™ y las enzimas

que presentan dicho efecto se conocen como enzimas alostéricas (allos diferente, srereos

estructura). Los efectos alostéricos pueden ocurrir entre 1os sitios de unién separados por

el mismo ligando dando a'la enzima “*cooperatividad homotrépica™.

Un modelo para explicar la cooperatividad es ¢l modelo de simetria o modelo concertado

mcjor conocido como M\VC (Monod y col.. 1965') (Figumlz).

MODIELO CONCERTADO DE MONOD-WYMAN-CHANGEUX (MWC)
El modelo postula:

1. Las proteinas alostéricas son 0||"0l“l:l'0\ de mmmnuros que estin asociados de tal

manera gue ocupan posiciones cqulvalcmcs‘ Eelo xmpllca qm. la molécul.« posce

a#l menos un eje de simetria.

2. Cada subunidad en Ia

miis afin al sustr'no). adn .mlcs dc quc se xdicmuc_un cnmpucsto capaz de unirse.

3. Todas las subunidades del ollgomcro d«, protema csmn I“lSnld conforma

Fil seau lud.m en 'l o lod.m en R Los es

.l(|0§ mMixtos no sc gcm.r'm dcbndu a quelas
subunidades en d|<t|ntos csmdos (T o R) tlcncn m!cr’ucmnce poco favorables. Las
dos formas conl’ormnéionulcs de ' la prdtcfn:\ estin en equilibrio ‘en ausencia de
moléculas umdas. por Io quc el cqmllbno (tendiente a T) se rompe por la adicién

de estas molgcul.l:. (;:,cncralmcntc cI cqluhbno se desplaza hacia R).

4. Las constantes de asocincion de una moldcula ligable para las forma 'I" ¥y R son

diferentes. porque son estructuralimente distintas.




5.

Cuando una proteina alostérica_va de un estado al otro, se conserva la simetria

molecular. El modelo FMWC. l.umbién

proponc‘la existencia de tres clases-de

cmnpon.umcmoq que pueden cﬂpcr.nrsc en los sistemas .Aloslc.ncos‘

»

b)

<)

Slslemzm K: la umén de un efector a la anl"hl cambm la’ consmnle de

.nﬁmddd por ¢l sustrato. Ya qm: tanto el .|cuvudor como el ﬂuslr.llo

tienen difcrcnlcs aﬁnidndcs por. las fornms T'o R. la”presenc

efector.modificard la afinidad aparente de.la protein: por el sustrato,

pero sin afectar 1a Vinae de la rcu‘ccién‘..’

Sistemas V: ¢l sustrato tiene la misma afinidad por los dos estados. De

esta manera, la-unién del efector no modifica’ la afinidad de unién

aparente del smnslrx;io. péro p?odui:c'ﬁﬁ C;;l;jbiﬁ en'la \7,,,;,_. Si el efector
tiene afinidad m:iximﬁ pcvr;lu f;:huu .\CllVd (R) o p(v)vr fa inactiva (T).
fllnC‘lOn(ll‘:i como’ una activador (sislcm:'\s \' bogilivos) 0. como
inhibidor: (sistemas V negalivns)r. El sustrato no funciona como

activador en ninguna concentracién.

Sistemas mixto K-V: Todos los sistemas que no son completamente'V

o K.
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Utilizando este modelo (Figura:12),se 'p\;cdeh hacer varias afirmaciones (Rudifio, 2001):

En un sistema alostérico enzimdtico K. un efector debe mostrar interacciones

cooperativas homotrépicas.

En aquellos que ‘el 'sustrato tiene ta misma afinidad por los dos

estados, el sustrat, mucsu"a,imem'ccioncs cooperativas homotrépicas.

il cambio conformacional es debido a la diferencial de energias de unidén entre

los dos estados

El médey‘lo‘:M{\V’é I\:}Eé p‘rcdi'c'cioncs simples bnséndo;c en sélo dos parimetros
ffsicns:xln constante de equilibrio o constante alostérica, L, que representa la
rclacibény «I:lm: Ids éSmdus T a R en ausencia de éualquier molécula ligable (L=/T,] /
[R.]) ¥ ¢l coeficiente de unién no exclusivo, ¢, que es la relacién de lus constantes

de disociacién de los estados R y T (e= K'T1/KR).

No puede explicar la cooperatividad negativa en el esquema.

La ecuacidn derivada para el modelo de MWC es 1a siguiente (Segel. 1974).

ket IEl{LLcct. (1 +ca)™ +a(l +c)™'}

Ll +ca)” + (L+a)”

Donde ct= Ky/ ISI, L'={Tal /IR0l y ¢ = Ki! Ky

n
W



El modelo de MWC define también las propicdades de los siste

mas alostéricos:
b] Las proteinas alostéricas son oligoméricas.
2)

Las interacciones alostéricas estin relacionadas con alternciones en la estructura

cuaternaria de las proteinas (como alteraciones en 1a unién c'nlrc IH Subunidmlcs).

3) Mientras que los efectos heterotrépicos, pm.du\ sn.r (.mm pls ivos como
negativos (activacion o inhibicién), tos cfccms hommrépxcos pzlrcccn sicmprc

positivos

4)  Muy pocos sistemas alostéricos. presentan solamente’ efectos heterotrépicos. En
otras palabras. los efectos: cooperativos -homotrépicos ise observan
invarinblemente para al menos una de las moléculas ligables del sistema.

L.as condiciones., los tratamicntos o las. mutaciones que alteran las interacciones

heterotrdpicas, tiambién pucden alterar las homotrépic

EL MODELO SI':CUENCIAI. SIA'I/’I.I:' le KOSI'II‘ANl)-NIEAlI;"‘I'I»[Y-I’II.MI:fi\' (I\;A'I’).

Otro modelo para (.xphc.lr ia coopcr'mwddd es el modelo KNF. Un formu de entender el

modelo MWC consiste en rcl.unr 1a coopcr'mwdnd b4 Ia \Il“cll‘l'\ '\biolums. pcrmmundo

que coexistan ambas cuntnrm.lcnom:s alo:n.ncus (R y ™

en Ll mismo olwonuru. L.q
posibilidad de que cx-sl.m subunuhdcs adyacentes con una conformdcmn diferente se

puede modelar aﬁadicndu a’la ecuacién un término: que modifique’ la. energia de

interaccion. Incluso si I Vil |Inr de la energia de interaccién s casi infinito, se obliga a que

la transicion sea concentrada y sc obtiene el modelo MWC. Este modelo. miis general

puede tomar formas interesantes, asi, si la encrgia de interaccién es cero. no habria

cooperatividad. lgual que en modelo MWC, 1a cooperatividad sigue siendo debida a 1a
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interfase entre los mondmeros. Este modelo sccucncinl mmbién se conoce como modelo
KNF, secuencial simple o de “induced fit” y su c.xmclermuca prmcm.nl es que pcrmuc la
existencia de oligdémeros mixtos. o hibridos ('l‘, y. R). .los cuales tienen mis de una

conformacmn por ollbomcro. En cste modclo‘

1) Cada sut)umdud dcmro del ohbomcro funmon.ll puulc umr a (hsunm«i moléculas

y cxpcnmcnmr cnmbios cqnformnc:onulcs indepi ndncmcs de las subumdadcs

vecinas.”

2)  Existen interacciones entre las subunidades. que modifican la forma en que se
unen los ligandos adicionales.

3) Debido al gran mimero de pardmetros en cste modelo. las predicciones del

comportamicnto enzimatico no son claras como en el modelo MWC,:

4) Puede explicar los fendmenos de cooperatividad negativa,

El tratamiento matemiitico de este modelo es muy complicada’y algunas™de sus variables

no tienen sentido fisico, por lo cual no se utiliza,

FLUORESCENCIA
Diferentes sistemas quimicos son fotoluminiscentes, 1os cuales pueden ser excitados por

radiacion electromagnética y como’consecuencia emiitir radiacién de mayor longitud de

onda. Dos de las emisiones mids comunes son 1a fluorescencia 'y Ia fosforescenciu. La
fluorescencia es mucho mas importante desde el punto de vista analitico ya que es una

poderosa técnica para estudiar interacciones moleculares. y aspectos de biologia celular,



neurologia y bioquimica entre otros ramas ya que tiene una gran sensibilidad que permite

trabajar con concentraciones: nanomolares.

La l‘lunrcsculcn ucnc trcs ;:,rundc w. mu.ns. §Lé,lll’lddd. gran velocidad y alta scnsibilidad.

El punto d; churld.ld se n_l'(.n. a quc I.l mucs(m no es dtccl.nda ni destruida en el proceso

y <obrcludo quc no se. gcncr’\ mh.rnu.d arios.: L.l 5,r'm <cn<|b|l|d'\d es lmpon.mlc porquc

las conccmmcmncq son proporcxou.llcs a la concentracién de l-l sml.mcu.n quc se: esta

mvcsug.uudu y su gran velocidad se refiere.a que los cambios dc mlcnm .|d P cdcn ser

detectados en un orden de picosegundos.

La sensibilidad de la fluorescencia depende tanto del instrumento como del fluoroforo. 1n

capacidad de respuesta de éste dependeri de ta nbsobnividml'molur y el ciuiﬁ)é‘c’niﬁntico
factores que controlan el comportmiento del andlisis. ‘ '

Todas las moléculas poseen una serie de niveles de cncrg;':; cércuﬁos cmrc ‘srl' ({ué pucden
flegar a niveles de mayor energia despiies de ser excitadas. VDuVr;\mé este proceso un
clectrén es promovido a un nivel electrénico energéticamente superior. l.as moléculas

que pueden alcanzar estos niveles de encrgia excitados son aquellas en las'yue se presenta

¢l fendmeno de luminiscenci

a. Los diferentes estados electrénicos moleculares presentan

subniveles que reciben el nombre de estados vibracionales. El primero de estos estados

del primer nivel energético en la molécula corresponde a lo que se conoce como el estado

basal (Sauceda. 2003).

fLos diferente estados vibracionales presentan diferencias entre si considerablemente

menores i los estados electronicos.. Se puede acceder a 1os estados vibriacionales

mediante procesos menos encrgéticos que la excitacion por fotones.

Para la emision de
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fluorescencia, es necesario excitar a la molécula con una radiacién de cierta lqngitud de
onda para que el Glitimo electrén pase de su estado basal a‘un estado singulete.  Una vez
excitada la molécula, ésta regresa a su estado basal rcaliinndo‘ una serié de pasos. La
molécula puede llevar a cabo un movimiento vibracional, lo cudl implica una pérdida de
energia. Dicho movimiento depende de las colisiones ‘cnvlrc las moléculas de la especie
excitada y el tipo de disolvente. También se puk:dc pcl;dcr cncrgl’n cmiﬁcndo un fotén de
una energiua menor a aquella con la que sc cxcx(é la molécula.

Las moleculac que ticnen un mayor compon.u'mcmo ﬂuorusccnlc son todas aquellas que
tienen anillos ﬂrOmallc;os ‘ya que, prcsenmn clectrones resonamcs. Se ha encontrado
experimentalmente que 1a ﬂuoi;cscchciabcs afectada tanto por la ﬁgidez dela estructura

del compuesto como por el tipo de disolvente ya que esto puede restringir el movimiento

vibracional (Guilbault, 1973).
TIPOS DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia puede ser de tres tipos:

1. Fluorescencia de Stokes: ocurre’cuando ‘los. fotones: emitidos: son menos

energéticos que {os ulilizados pﬂra excitacidn, es decir; la radiacién de emisién

presenta una longitud de ondn supt.nor a l'\ r.ldmcnon dc excnamén. Eslc tipo de

fluorescencia ocurre prmcnp'\lmcme cn %olucnoncs Ilquldns.

2. Fluorescencia anti-Stokes: ocurrc sila r.ldmmon «.mnuda cs mads energctlcn qm_ 1a

de excitacién. Ocurre al afadir energia (érmu:d al sistema y es frccuenlc en gases

diluidos a aluis temperaturas.



3. Fluorescencia de resonancia: consiste en la emision de fotones de igual energia

que los fotones de excitacién. Nunca ocurre en solucién debido a las interacciones

con el disolvente, pero es comin en cristales y en ga

Asociada a la ﬂuorcsrcclvlciu existen dos tipos de dispersién:' la (Ii.s'|)crsi6|1 de Rayleigh y 1a
dispcr.‘ 6n de an;lh, Ld p’rrin;ém ocurre cuando el fotén incidente excita al fluoréforo a
un nivel y?il)rztci’vcxx;znl lsubéridr F:\I basal, pnrz; ser reemitido con la miSma energia. El
fendmeno de Rzlylrcrzigll"cyic;lr;c a cu#lquicr longitud de und:; de excitacién, pero disminuyc

camo la cuarta potencia de esta longitud. Para evitar interferencias con el anilisis, se debe

trubajar ala mayor longitud de onda de excitacion posible. La dispersion Raman ocurre

a
diferencias fijas de la dispersion de Rayleigh y se da por energia sustraida o anadida a

este totdn de excitucion. Esta dispersion es significativamente menor que la Raman

(Sauceda, 2003).

Fluoromerro

La longitud de onda de excitaci

n se escope con ayuda de un monocromador primario, o
de excitacion. que se encuentra —ntre la fuente de radiacién (por lo general una lampara
de xendn., haldgeno, vapor de mercurio o filamento de tungsteno) y li muestra. Despudés

de la excitacion se detectan las longitudes de onda de emision y sus intensidades

relativ

pari lo cual se utiliza un monocromador secundario, o de emision. ¥ un detector
que se encuentra a un angulo de 90” con respecto a la luz incidente. A la salida del

totodetector se amplifica la corriente que es proporcional a la energin de tluorescencia

(Sauceda 2003).

E
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En espectrofotometri

1a fucntc y el detector estin oncnmdos a l80“ por lo que en todo
momento existe una sefial electrénicamente Lons:dgmble. La rad|.|::|6n ubeorbtda se mldc

indircctamente. En gspcclroﬂuorometrm la scndl de Iul. se m:dc dc un'l fornm dlrccm‘ es

qdmcndn cmmdn

decir, no es necesario restar {a rudi:xciénjprovcniv; te de In Tuente n l \

por la muestra, porque el detector éSt:‘x oricnm’do‘ a90°de 1 fucme y no ia puedc fver’. Es

FUENTES DE INTERFERENCIA EN I‘LUORESCI‘NCIA
La intensidad de fluorescencia de la muestra es scnelblc, u los sq,ulcnh.s factores:

Descomposicion foioquimica. La luz ullrzlviolcm:incidenlc' en la muestra pucde

causar cambios fotoquimicos o la 'de'slrucéiu:

el compucelo fluorescente.

pruvoc.mdo un dccmmlemo gradual cn ld inten ad de ﬂuore';cencm. Para evitar

esta situacién cs'ncccsano.uullzu Ia m.lyor longnud de.onda. posible en 1a
excitacion dcl compucslo y cxponer lo menos posnblc la muestra a la radiacion

incidente yala lut UV dcl amblemc. _‘

Vnco.udad. La ﬂuorsccncm dc un compucsm os’ mayor en medios mads viscosos.

En éstos, la cncrgi:rdc lmnsfcrcncin’cn una solucién (procesos no fluorescentes)

decrecen por una reduccién en fos procesos col

ionales,
Apagamiento (“quenching™). Este es un proceso en el cual existe una competencia
entre 1a emision de radiaciéon fluorescente y la formacién de una especie no
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fluorescente a partir del fluoréforo y otra sustancia presente en el medio. Este
fendémeno puede ser utilizado intencionalmente, para hacer evidente la interaccién
del fluoréforo con otra especie. o bien puede ser una interferencia no deseada cn

12 medicion. (Lakowicz, 1999)



OBJETIVOS
SENERALES
= Estudiar la transicién alostérica de 1a enzima glucosamina-6-fosfato desaminasa
de E. coli mediante el uso de técnicas fisicoquimicas y moleculares en busca de
sefiales cuaternarias puras.
PARTICULARES
= Construir una mutante sitio especitica en el residuo K234\W,
= Llevar a cabo. un estudio cinédtico de. la mutante elaborada bajo diversas -~

condiciones y posteriormente comparar con las caracteristicas cinéticas de'la

enzima silvestre, para validaria como modelo.

Estudiar los cambios conformacionales por espectroscopia de fluorescencia de

emision del Trp234.
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Ju FICACION

La transicion alostérica de la glucos:m\ina-()-fosfmo desaminasa se ha descrito como un
cambio estructural clﬁrc dos cou'formA:lcionés' estdticas. Sin embargo. tanto los
mecanismos que la’originan como ruta del C:u“qbi() cuaternario no han sido c;)mpirendido's.
L.a cristalografia de proteinas nos oi‘rccc I;l visién de los estados inici:_ll y final de este -

[

mbio estructural pero no nos indica la presencia de conformaciones intermedias entre
fos estados T y R. Por el contrario. la fisicoquimica nos puede’ dar indicios de ‘la

existencia de tales estados intermediarios mediante seiales asociadas tnicamente a los

cambios cuaternarios. Las sef

les que se pueden utilizar para este fin son ta
fluorescencia, resonancia magnética nuclear y dicroismo circular. La experiencia con ¢l
dicroisimo circular dentro de nuestro grupo ha mostrado que el cambio cuaternario no
puede ser scguido por esta téenica debido a la complejidad de la sefial. La tluorescencia
de I1a enzima silvestre es dificil de analizar debido a Ia presencia de varios residuos
tluorescentes en diversas regiones de la proteina. La construccidn de mutiantes que
conservan ¢l comportamiento cindtico de la enzima silvestre, pero que sélo poscen un

arupo tluorescente en una regién especifica de 1a moldécula. nos puede dar-informacion

sabre el cambio estructural cuaternario. El residuo 1.ys234 se encuentra en la intertase
entre dos mondmeros de la enzima, pero suficientemente alejado del sitio de uman de
activador y no ha sido asociado a interacciones criticas para el funcionamiento de la
enzima. Por esta razon se mutd la posicié

n 234 cambiindola por un residuo de Trp, EEsta

mutacion se realizé en un gen cuyos residuos naturales de Trp habian sido previmmente

sambiandos por residuos de Tyr. La caracterizaciéon cindtica de esta mutante. que
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amamos W234, nos permitird validarla como un buen modelo para extrapolarlo a la

cnzima silvestre. -
METODOLOGIA Y MATERIAL

RlsACI'ivbS'

La mdyorm dc las quysl.mcl.w (|lllll'l|Cd'~ I'm,ron compmd.ts en Sigma-Aldrich S.A de C.V.,
México. El '1c||v.|dor .llo';tulco GlcNAcGP fuc prcp.nr.tdo por acetitacién de la GleNG/?
con anhidrido acético y se. purificé por cromu!ngr:lfm de xl\lcr¢n|1|b|o iénico como lo
describen Rogers y col. (1988). ‘ :

El inhibidor competitivo 2-mnino-‘_’-dcsoxi-1)’-’gluci‘|('>vly 6—f05fﬂlo. GlcN-0l-6/ . fue:
sintetizado por reduccion de GleNG/? cénquhidirdro de sodin‘y scrpuriﬁc() porv

cromatografia de intercambio iénico como ha sido descrito anteriormente (Rogers 'y col.

1988).

PLASMIDOS YMUIAGFNLSIS

Se utiliz6 el vector pl‘ZISR con un inserto dc DNA comcnlcndo una copia del gen nagh

con 2 mutaciones previas para cambiar los residuos de triptofano naturales (Trpl5 y
Trp224). A cste plzisrhyxidov le dcnomin:imos ;)TZiSRII(:gB\V-. Con este pliismido se llevé
a4 cabo una mumy.,ncsns smo espccthcn por PCR unhz.mdo oliganucledtidos sintéticos de
acuerdo. al mc(odo de I\unkel dcscrllu por. Snmbmok y col. (1989). Los oligonucledtidos
usados para cambiar el codén de Lys234 por uno correspondiente a Trp (AAA-TGG)

fueron:



FR234wW 5'-AAC’I'GCA'[’CCG'I"CGGCG ATCATGG-3" AG®yy -6.5 keal/mol. T 61 °C.

RK234W 5‘-A'I‘GA'I‘CGCCCACGGA'I'GC/\G'I‘I’GC-3"AG°,:|, -6.9 keal/mol, T, 61 °C.

L.a mutagénesis se realizé utilizando la enzima Ffu polimerasa, la reaccién contienc

desoxinucleotidos trifosfato. Para la digestion del plasmido pTZ18RragBW- se utiliza

Dpnl. Bt programa de termociclado usado se describe a continuacion:

Paso Temp(°C) / tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 /3 min 1
Desnaturalizacion 95/ 1 min
(Hibridacion | &5/ tmin |25
Polimerizacion 687 10 min
Gxtension final | 687 V&3 min |1

Se utilizd el &ir Quick Change (Stratagene, La Jolla, CA. E.U.A). Se transformo el
producto PCR en células competentes de k. coli epicurian XL- blue de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. Posteriormente los plasmidos resultantes se secuenciaron

para verificar la mutacion.

TRANSFORMACION

Il vector que tieva el gen de la enzima mutante se utilizé para la transformacién de una
cepa de E. coli 1IBPCS90, & cual es Anag v Alacl. Esta cepa no expresa la glucosamina-6-
fostato desaminasa silvestre, micntras que la mutante expresa de maners constitutiva al

estar bajo el control del promotor {ac. El plismido pTZISRnagBK234W  se usé para
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transformar células competentes de 2. coli IBPCS590 por electroporacion utilizando el
clectroporador gene pulser 11 (BIORAD). Lils célulns se sometieron a un solo pulso de 4
mseg a2 2.5 KV, con una capnciu‘l‘ncinidcy: 25 uF .y una resistencia 200 W. Estas
condiciones generan un campo cléclrico‘d’é 12.5 KVem'. Para pcﬁ"hilir Ia expresién del

gen de resistencia se incnbyé' dlir:inyte‘yl hora “a~37°C en medio SOC 'a 250 rpm y

posteriormente se sembré en placas de agar LB (Luria Bertrani) adicionado de ampicilina

a4 una concentracién final ‘dc:SO ug‘nvll.‘

ISXI’RIfSIdN DI; RE 'ENZIAQA‘ RECCMBINAN’I"E EN E. coli

Se inocularon tubus"ilc I() dec énldﬁ LB con ampicilina 50 pg mL' y se incubd a 37°C
en unnvu'gil'zid'orz;'orl;i:':\'l '1200 r}){ll durante 12 h. Posteriormente se utilizé este cultivo
para inocular rymtr:;i:cs Erlcn’-Mf:ycr de 250 ml con 100 mL del mismo medio y se cultivé
en las mismas condiciones durante 3 h. Este cultivo se utiliza para inocular matraces
Erlcn-Mcycf de 2 L conteniendo | L del mismo medio y se cultiva ‘:\ 30°C durante 6 h a

250 rpm hasta obtener una.densidad 6ptica de 1.

PURIFICACION DE [A GLUCOSAMINA-6-FFOSFATO DESAMINASA

Las células se centrifugaron a 25,000g durante 10 min a 4°C y se lavan con 250 mL de
KCI 0.15M frio y . se c’cn'utifuga en las mismas.condiciones. Las células lavadas se
rcsuspcndicroﬁ en un knrlldnigﬁﬁdor de 'T.ll'is 50 mM. pH 8. EDTA 10 mM a 4°C y se
rompen p(;r sonicacion a "1°C.;S>c uliiiiaun_sonicudbr marca Cole Parmer, llevando a
cabo 20 pulsos de 20 s con una amplitud de 40 %. Este procedimiento se realiza dejando

reposar las células durante 30 s entre cada pulso para evitar un aumento en la temperatura
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y la generacion de burbujas ya que esto implica desonaturalizacion de proteinas. Se
centrifuga a 27,000 g para quitar restos celulares y al sobrenadante se le agrega sulfato de
amonio hasta obtencr una saturacién del 40 %, nuevamente sc centrifuga en las mismas

condiciones y se satura el sobrenadante con sulfato de amonio al 55% pa

o prgcipit:ir
nuestra enzima y posteriormente purificarla, e

Se lleva acabo la purificacion por cromatografia de afinidad. es dccin; se hauv:v;"pﬁsnyr él
sobrenadante a través del material cromatogrifico, que tiene movléculusi de GleN6P
unidas a agarosa-dcido G-amino-n-hexancico por. el grupo bzln_ninp de n/\znfcr:; ijqi: se
asemejan al activador alosiérico. La proteina deseada se une al ligzilldo iumovili ado

nuentras que las demi

s son sustancias eliminadas de la columna.' La proteina deseada
priede recuperarse. en forma pura, variando las condiciones de elucién de' modo que, se

libere la proteina de la matriz cromatogriifica.

Lo GleNGP desaminasa fue eluida con GleNAC6S a una concentracién (10 mM. La

fraccion con actividad se precipitd con sulfato de amonio has

2 obtener una saturacion de

557, posteriormente se dializé con un buffer de Tris SO mM (pH 7.5). durante 4 horas.

Se verificd la pureza de Ia enzima por SDS-PAGE! DR

CUANTIFICACION DIE LA ENZINA

nrn determinar la concentracion de esta mutante se midid la absortividad molar a 278
nim (r,5) mediante fa reaccion de los residuos- de - cisteina con 5.5 -ditiobis(2

nirobenzoato) (DTNB). La enzima nativa en ausencia de ligandos presenta dos residuos

Je visteina reactivos con DTN, Esto permite caleular su concentracién basiandonos en el



cambio de absorbancm de Ia mues(rﬂ a 4!2 nm por fa hbcmcnén estequiométrica (1: I) de

2-nitro-5- llobcnzoato (TNB) cuyo Earz €5 de 0 014!4 cm" mM "

mcub6 a 30 C. La rcacc:én se mlcrrumplé a’ los |0 min ‘os .e ) antc la '1d|c16n de2'mi

de HCI 10 M La conccnlr'xcnén de fructos1 fue’ delcrmlnnda por cl método dc resorcmol

de Roe (l934) como lo deﬁcnbc Dnvns Yy Gander (l967) pcro Ia Icctur'\

c.speclrofolomé!nca se rcnllzn a 512 nm. Ln rcaccnﬁn mcmpre se. Ilcvé a cnbo cuudnndo

que se convnmer-\ menos dei 5% del sus(mto mnc:al Todos Ios cnsayos se rc'\llzaron con

una concentricién de cnz:ma dc 1 nM.

La velocidad inicial se: calculé ba_;o diversas condlcmnes dc reacctén' en.a e.encm de

activador, y en presencia de diferentes concentraciones de actlyador'
1.0 mM. Posteriormente se determind el efecto inhibitorio de la Glc N-

concentraciones de este ligando: 0.5, 2.0 y 4.0 uM. El ensayo de i‘hhyi’bﬂici_én cb'mpi:iiﬁva

se realiz6 a una concentracin saturante de activador alostérico para hacer e} anilisis de la-

inhibicién en términos del modelo de Michaelis-Menten. A’ partir, 'dc'f'est'e andlisis se

calculé la constante de inhibicién de este ligando.



AJUSTE DE LA CINETICA

n no llnear utilizando cl progr’mm Orlgm (MlcroCal -

Fueron analizados por regres

Software, Inc., Northampton, MA) Dcpend:endo del expcrlmcnto se 'uus(aron Ios d‘nos a

Michaclis- Mcnlcn, Hill y/o Monod EI modelo de M:chaclls Mcnten nos pcrmm: <abc.r Ia

VoY Kpde la forma R' Ia ccu.u:|6n de Hl" nos pcrmne calculur In V,,w cn‘cond ciones'de -

coopcr.mvndad y con cl modclo dc Monod podcmoe obtcm:r Io% V'\lor S dc c. L n. Vs Y,

K, de! estado R. Para rcdncnr la pammclnznmén de la ecunc:én de Mnnoc!. se sustilllycn

en ésta, los v:\lorce dc V,,m. Koy dc R ¥y 1, que vienen de Ios ajustes 'a Michaelis-Menten y

Hill. El ntimero dc cubumdndns. n,es 6.

FLUORESCENCIA

La fluorescencia intrinseca se midié en un equipo 1SS-PCI.

Sc excitarin los grupos indol
de los triptofanos a l.a longitud de onda de 290 nm, recolectando datos de emisién entre
300 a 400 nm usando 'trc‘s integraciones por lectura y una |cClrl‘lr;I‘ poi— nm, con los
controles necesarios. La enzima se usé a una concentracién final de 25 mgmL (1 uM)
disuelta en un 1mort|gu.|dor de Tris 100 mM y EDTA 25 mM (pH 7.5). Se realizaron 4
cambios en -la ad:cmn “de llgnndos‘ primero - el llgnndo 'llOSlcrlCO. GlcNAcGl’ y
pousteriormente a conccmr'lcnén saturante dec éste se ’ullcnoné el mhlbldor compcnuvo
GleN-ol-6P a concemracnones subsaturantes y smumnlcs. Se rcnlizé mmbién una’ curva
con GlcN-ol- GI’ a dlfercmcs concentraciones en ausencia dc 'lcuv.ulor y poq(cnormcmc

una con mhlbldor a conccnlmmén saturante adlcmnando dlft..l'(..l“cs concemracmnes de

activador alostérico.
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Con los resultados obtenidos se calculs el valor de longitud de onda del centro de masa

del espectro, X ... con la siguicnte ccuacion:

"S’ (A, *IF)

Donde /F es la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda A para todos los

valores de A que van de i a f.
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RESULTADOS

MUTAGENESIS

Se obtuvo un producto de PCR cprrcspondit::nle al peso molecular del plasmido
pTZ18RnagBW-. Estc producto de PCR se uiilfzS para u;ﬂnsformnr células competentes
de livchérichia coli Epicurian Coli XL2-Biéic. lSc cstas .s;e seleccionaron 3 colonias y sus
plismidos fueron purificados 'y ¢l gényna‘g()  se scéllcncié en la Unidad de’ Biologia
Molecular del Instituto de Fisiolngﬁ: Celular: Una vez que. se comprobd que la mutacién
se encontraba presente en los tres plaiSrili(I(js PTZI8RnagB234W, se utilizé uno de'cllos
para transformar células competentes dc‘E. ;bli IBPCSQO. Esta idltima cepa es Anag. por
lo cual no expresa bajo ningunn'condic‘ién 1a GleNGP desaminasa; también es Alacl. por

lo cual no requiere induccién para {a sobreexpresion del gen nagB234W.

EXPRESION. PURIFICACION ¥ CUANTIFICACION DE LA ENZIMA

El plismido pTZISRnuyBZS‘t\V se usé para transformar £. coli - IBPC590 y
posteriormente se llevé a cabo una seleccién en base a que las colonias bacterianas que
conticnen el plismido ticnen la propiedad conferida por el gen amp” dé crecer en un
medio con ampicilina (derivado de 1a penicilina). de esta manera sSlo obtenemos el
crecimiento de las. células trunsformadas. Durante toda la expresion las células se

cultivaron en medios con extracto de levadura y peptona. como fuentes de carbono y

nitrégeno.




Para el aislamiento de la enzima se separaron las células por centrifugacién y se
rompieron por ultrasonido y posteriormente se centrifugaron:para separar los restos

cetulares de la fraccién de proteina sotuble.

la purificacién y en‘caso dc no c.ncontmr c bcr en que paso se retuvo o perdio In

actividad. Se uulué l.\ cn?unn snlchtrc como referencia. Los resultados de pureza se
presentan en la figura 13, En el carril 3 comprobamos que efectivamente se sobre expresd

1a GIcN6/” desaminasa. En el carril 5 observamos una pequeiia cantidad de GleN6/»s
desaminasa y una gran cantidad de proteinas con otro peso molecular, o que nos ir;dica
que en cste paso no se perdié enzima y por lo tanto se puede eliminar - el ‘seg’und‘p
sobrenadante de sulfato de amonio. En el carril 7 se observa sélo una banda coﬁ Vla"mism.'v\
movilidad clectroforética que la reterencia, indicindonos que se Hevé ZI“(‘Z;‘BO un.n buena
purificacion. Para comprobar que la proteina obtenida es la GIcNGI'ydcsamin:\syn nﬂnyﬁmlc

se realizé una prueba ripida de actividad consiguiendo un résultado satisfactorio.
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[} 2 R} 3 5 6 7 8

Figura 13. SDS-PAGE de las diferentes etapas de purificacion de Ia mutante 234W
de 13 GICNGP desaminasa de F. coli. 1) y 8), enzima silvestre; 2) produccién en’
placa: 3) produccién en liquido después del sonicado; 4) primer sobrenadante de
sulfato de amonio; 5) segundo sobrenadante de sulfato de amonios 6) precipitado del -
segundo sobrenadante de sulfato de amonio; 7) después de pasar por la columna de
. : afinidad. : S

El volumen ‘de enzima total purificada fue de 25 ml. A ésta enzima se le calculé ta
absortividad molar, ¢l valor de £a7x Para csa mutante reultdé ser de 0.1338 *0.0067 em ™!

M. queé ¢s bastante menor que el 0.2002 cmn ~! pM', que presenta la enzima silvestre
3 1 S q § que pi >

debido ala elilhitnz; ién de dos trip(éfzmos y la adicién de uno huevo'en oiro Sito.
CARACTERIZACION CINETICA

La curuclcrizuciéﬁ cinética de la enzima mutante W234 nos proporciona irfurmacion
sobre el comportamiento catalitico de la enzima, lo que nos permite saber si es un buen
modelo de la enzima silvestre. Inicialmente se realizé un estudio de velocidades iniciales
en funcion de la concentracién de sustrato. adicionando el activador alostérico a una
concentracion saturante para inducir la transicién alostérica y que toda la enzima se

encuentre en su conférmero R. Al tener toda Ia enzima en su conférmero estructural R,

obtenemos un comportamieanto cinético hiperbdlico. que se puede analizar por medio de
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a ecuacién Henri-Michaclis-Menten, a partir de la cudl podemos calcular la K,, y la kg,

para el estado R (Figura 14).

1.0

0.8 — / L3

1
v,uiM's
¢

- . - T M T v N N
0 T B 2 3 A s
a : ’GIcNSP (mM) :

J

muulcmncs se encuentran en lugares le_mnos

al sitio nz.uvo La consmntc cnmlmca para l.- mutante es de 953 5! por hexidmero, que
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corresponde a 159 s por sitio activo. Esté valor concuerda con el valor obtenido para la

cnzima silvestre que es de 158 s, lo que implica que, al mecnos para el estado R, 1a

mutante ¢s pricticamente igual a la enzima silvestre.

La enzima silv vestre prcsenm coopcr'mwd'xd homolrop:ca por. cl susl

couperatividad en la mut.mlc \V234 c:ludmmos l~\ cmcuc cn

iﬂr 1a

uscncm dc acuvador

atostérico ob(cnu.ndo cl patrén obscrvado cn l.

ﬁgura l5' st nolorl : I.\ coopcmuvxdad

homotrépica quc prcscmn‘eﬂm enz

m'\. I,os duloe se nJuﬁl.\ron ala ecuacion de Hill para
culcul.nr l.l Viian « Sus Y el niimero’ dc ll||l (h) Conlr'\rxo alo LSer.IdO obtuvimos una V..

v por lo tanto una; k‘,,.. menor: quc en el caso de Ia enzima saturada con activador

alostérico. Esto implica que la mutante W234 es un sistema alostérico mixto. en contraste

con la e

silvestre que es un sistema K puro. Esta diferencia entre las velocidades
miximas cyn presencia y aﬁscncin del activador alostérico nos hacen pensar que. de alguna
manera desconoacida, el confﬁrn\ero R formado sélo con sustrato, en zmscnqi:l de
activiador alostérico. es cataliticamente distinto del conférmero R formado con et
activador alostérico. La &, en cste caso es de 111 s por sitio. que es 30 % menor que
para la enzima saturada de activador. La S, es de 2.5 mM. mientras que A -es de 3.26. La
GleNG/S de

uninasa silvestre presenta una cooperatividad vista a través del niimero de

Hill de 2.9, en lo que consideramos que no hay diferencia significativa con la triple

mutante. No ocurre o mismo con la Sys cuyo valor para la enzima_ silvestre es de 5.5

mM. aproximadamente el doble. La variacién aparentemente indica que las tuerzas que
manticnen la enzima en ¢l estado T se debilitaron por las mutaciones efectuadas. Es claro

que esto deberi reflejarse en los pardmetros L. y ¢ de la ecuacién de MWC.
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Figura 15

Para obtener p.u"lmetros |mpon.mu.s como l. ; consmme alostéricay: /. constante de

fijacién no cxcluslvn p.nr'n cl ;ustmm. c. I\,( Y I\T‘ se. ajustan los datos obtenidos
anteriormente a la ecuacién L,cncml para cl modelo Monod-Wym'm -Changeux. El ajuste

se muestra en la figura 16.

a5



viuM s'x)
S
"

B | T T T
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GleN6P (mM)

v 1itracion dc sustrato parn In mu(nntc
ade CIcNAcGP Griifica ajuswd.n al modcln de Hill

cooperativo que I.l cnzima si l vestr

« obtenida para la mutante (0.026) es pmctlcamcmc Ij,ll'll ala snlvcslrc (() 025) lo quL

rnifica que la afinidad del sustrato en el c.al.xdo T.con rddmon -ll es

1os dos casos. La K, obtenida es la constante de disociaci()n del sustrato en el estado R,
1a cual tampoco varia significativamente. La disminucion del valor de la constante L sin
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cambijo cn el valor de ¢ |mpI|ca que el cambio obﬂervndo en la S, debe obedecer a un

desplazamiento del equlllbno T-R en dlrccmén al eﬁmdo R.

L.a enzima sc caracterizé cinéticamente-a distintas concentraciones de activador

encontrando ¢l perfil mostrado en la figura.17.
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o 1 2. 2 4
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Figura 17. Patrén de velocidad inicial vs cohc‘&:nirﬂcion de sustrato p.;r'a la mutante
W234 a las siguicntes conc;.ntracmncs de GIcNAcGI’ (O) 0.1 mM, (@) 0.5 mM y (=)
. 1.0 ml\l :
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Como es notorio a-una concentracioén baja de activador obtenemos upa curva sigmoidal

pero con una V., de 0.77 uMs'y un valor de Hill de 1.9, 10 que nos ’indiéa quc hay una

pérdida en la cooperatividad homotrépica y una V,,,, mayor: en comparacién con-los

datos obtenidos con ausencia de activador.

A una concentracién sobre saturante de activador s¢ observ hibcrbélici‘.'con

una caida al final, a lo que podemos atribuir quc'n 'alms concentraciones de activador

alostérico, éste puede actuar como inhibidor compelmvo. ;

Se realizé una cindtica a diferentes conccntr.lcmncs dc GlcN ol 6I’ (Fig,ur'l 18). el cuiit
se ha demostrado crlsmlogr:ificamcnlc que actiia como inhibidor competitivo ya que se

une a la enzima en el sitio activo (Oliva'y col.; 1995).

v, (uMs’)

as 1‘0 15 2‘0
GleNG6FRP (mM)

Figura 18. Patréon de veloci

W234, cn presenciadel

dad inicial vy concentracidon de sustrato para la mutante
s sipuicntes concentraciones de inhibidor competitivo
(C1) 0.0 udM, (@) 0.5 ud, (O) 2.0 pM (W) 3.0 uM.
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El inhibidor competitivo se une exclusivamente a la enzima libre, compitiendo pof el
GIecNGP, por tanto, el cquilibrio de formacién del complejo ES se verd despl:iz:xdo hacia
la |zquxcrda dlsnunuycndo aparentemente la afinidad del sustrato por la ennmd es decu.
aumentando cl "valor dc l\,,,. Por ésta razén obst.rvamos que.la K,,, aumenxa (K """).:

conformc Iu conccntr'ncnén de mhlbldor .|umenm. Lﬂ V,,m no se: alter

poncr mdyor c.mudad dc suslrato para conﬁc[.mrln. La Ilncnl '|d en el gmﬁco de’ K e

contra conccntraclon dc mhlbldor. nos indica quc realmcme se tr'lm dg, un mh|b|dor

compcmlvo A pamr dc Ia pendlcntc dc esta grifica (K /I\) se pucdc calcular lu Ky

(Figura 19).

” (mM)

Km"

T T ¥ T
0 1 2 3 ks

GIcN-0l-6P (uM)

Figura 19. K*"" vy diferentes concentraciones de inhibidor competitivo .
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RESUMEN DE LA CARACTERIZACION CINETICA

TABLA 1.- Datos obtenidos de la grifica ajustada a los modelos de Henri-
Michaclis-Mecenten y Hill

SIN ACTIVADOR

CON ACTIVADOR

Enzima Su <« (MmM) ke (89 I K, (mM) Ko (s K (M)
Silvestre 5502 158 +8 | 2.9x0.1 (.55 = 0.05 I58 + 8 2.2+0.18
w234 249+ 0.1 109 +6 [ 3.3+0.3 0.50 £ 0.05 159+7 1.2+£0.11

TABLA 2 .- Datos obtenidos del ajuste al modelo MWC
KemM) | & (s | S (mM) 1(x10%) K,(mM) «
0.55 £ 0.05 158 = & 55+0.2 1.0 = 0.019 320 =2 0.025 = 0.0002
039006 [ TW=o 242001 0.2 = 0001 [EXTEY) 0.026 = 0.O002

Después del estudio cinético

pudimos observar que la mutante W234 tiene

un

comportamiento muy parecido al de la enzima silvestre, comprobando que la mutacion

contenida altera su comportamiento comparando con la silvestre, por o tanto se realizé

¢l estudio de fluorescencia. Esto es asumiendo que los cambios de fluorescencia estarin

asociados a la transicién alostérica.

FLUORESCENCIA

f.as pruebas preliminares indicaron que se deberia usar una excitacion a una longitud de

onda de 290 nm y que el espectro de emisién mostraba cambios significativos en la zona

de 300 a 350 nm aunque originalmente se hizo de 300 a 400 nm.



El primer paso consistié en evaluar el efecto del activador ‘alostérico, N-acetil
glucosamina 6-fosfato (GlcNAc6/).. Se probaron distintas concentraciones crecientes en

el rango en que se observan cambios cinéticos.

340000 - A
L d
E .
330000 -
b L d
320000 o
£
Y 10000 o 2 -
300000 | /\
3 L T L) pg - ./__,__o
250000 - .
T T — T T T v T T M
S0 200 © 400 600 860 . 1 L1000
o . GlcNAc6P (;LM) -
Figura 20. Int idad de l"umr ia a una Iungltud de onda dc 347 nm en funcuim
de la conccnlracuon de GlcNAcﬁP en la-ssutante \V234 EI cnsayo sc rcallzé a 30 Cy’
: pu .50

En la Figura 20 podemos observar dos tendenc
concentraciones bajas de activador _hay, urf:iumento :

mientras que al pasar Ia.conccntracic’m

c 50 uM el componamlemo se mvtertc

produciendo una caida de IF a medldu que dumcnm |d concentmc:on de GlcNAcGI’ hasta

volverse aparentemente asintético. La ﬂuorcsccncm puede analizarse directamente por su
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cambio de intensidad a una longitud de onda o por Ia longitud de onda de emision

promedio (Aam). 10s espectros de A . presentan un comportamiento bifiisico similar al

observado para la IF (figura 21).
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Figura 21. Efecto de la adicion de GicNAc6P sobre Ia I(mgnud dc nnda promcdm
para la mutante W234, El ensayo sc realizéo 2 30 °Cy llll 7.5

anteriores suponemos que el primer cumbin dc AF como d:: 2pen @ bajas
concentraciones de activador estid asociado a un cambm cu.nerlmrlo )’d que debido a los
estudios cristalogrificos previos asumimos que la unién de una sola’ molc‘culu provoci el

cambio cuaternario. 12n consecuencia la unién de unas pocas moléculas deberian de llevar

tada la poblacion de hexiimieros a la forma R. El cambio en la intensidad de fluorescencia

0
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es muy probable que se relacione con la movilidad del residuo de triptofano, aunque éste
no se encuentre en cl sitio alostérico. L interfase donde se localiza el n.:.;;iduo w234 sﬁfrq
movimientos ocasionados por la transicién alostérica. Esto aparcnlchicme sc‘corfobora
con la grifica de A ya que se relaciona con el ambiente clcc(réhi{co y en fa grifica se

muestra ¢6mo con poca cantidad (0-5 uM) de activador-la 7\.,,,,,,,‘ aumenta ‘por lo:que

pensamos que el ambiente clectrénico cambm por lﬂ lr'mqncnén cudtcrnarm.

En las dos grdficas anteriores se obscrva una cmd.l mnlo de IFcomo d:: )‘.,_,,,,,, arnba dc una

concentracién de 50 uM y asumlmos quc a esa conccntr‘!ctén yn lermmo Ia tr.m icion
alostérica y que lu cnzimu’y:l ‘nobsufyrc camblos cuzllcrnz\rios. nunquq podrn’n_ ser,quc 1a
unién det aélivndor zll()slérico‘cﬁ ios otros sitios alostéricos si produzca cumbius en {a
proteina. Estos cambios no serian tan dristicos para provocar un gran. movimiento det
triptofano. Cuando la IFF se mantiene constante asumimos que los sitios alostérico se han
llenado y por lo tanto no hay ningiin movimicento que ocasione el cambio dcr 1a IFF.

Para poder realizar una comparacién se realizé una curva con concentraciones de
inhibidor competitivo crecientes. La grafica de [F no muestra cambibsb significativos lo
cuil podria deberse a que el llenado ‘del sitio ‘activo-no afecta en'el movimiento del
triptofano debido a que éste se encuentra alejado del Qiiib. Sin émburgo. si hay un cambio
en L

U 2epeoen POrque al ocurrir la transicidén alostérica el ambiente electrénico se debe de

modificar cuando la subunidad vecina se acerca al llegar a la conformacién R (Figura

22).
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Figura 22. “:fcc'ﬂydc:,hl.i‘ldiﬁﬁh dc ('|CN-0I-6P sobre la long_ltud de onda prumcdm
para la'mutante W2, 4‘: £l ensayo serea 6 n 10 C. ¥ pll 7“ .

La figura 22 nos muestra quc h.ly un camblo h1cm vnlorc< dc lonﬂltud de onda menores

lo que nos mdnca quc lmy un; mcrcmcmo en la cnerp;.m de cmisién. Estc cambio se

atribuye a quc Ia transicion nlos ica csm ocurnendo mis, con éste experimento no

podemos dctcrmumr cuanto sitios activos se’ llcnnron antes “de que ocurriera el cambio

conformacional. Tampoco se puede snbcr si Ia dlsmmucu‘)n de ?qom €5 provocado por la

unién de ligandos €n el sitio’ activo dcspucs de l.x lr'msucmn alostérica formando un

ambiente mas Indrofobnco p.lm el n,slduo 234 o

mplcmcmc ¢l triptofano se encuentra

tan alejado del sitio activo que no pucdc capmr los cambios terciarios que ¢n €l ocurren.



Al analizar la unién de GIcN-oI-GI’ a esta ﬁ;umn(e. a través de “AApuom (figura 23).
encontramos que prescnta un perfil de upo elgmmde que al ajuuarsc a la ecuacién de Hxll
ticne un valor de i de 2.0 mdlczmdonos que cxnslc coopcmuvndnd Esto lmphca que ]
fenémeno de unién dcl Ilgdndo al §IIIO ncnvo de alguna manera facilita la unién de

nuevos Ilg'\ndos al hcxﬁmero. fcnémc,no quc qued6 dcmoslndo con el cstudlo cinético

que se presenté en la pnmera parle

3.0

{nm)

prom

AL

) RUREEEES [V] ‘2‘05 30 40
GleN-ol-6P (uM) '

Figura 23. Cambio ncgaliv(; del centro dc;-, n;nsa en fi i6n de la tracién de
GleN-01-67 en la mutante: W234. El cnsayo se realizé a 30 "Cy pH 7.5,
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La cooperatividad podria deberse a que al inicio se unen unas cuantas moléculas de
inhibidor pero no ocurre la transiciGn alostérica. Al'aumentar la éonccnlr:lciéll de GleN-
ol-6/” se produce él cambio cuaternario y podemos obsv_:rvm}-"un‘a disminucion de casi 3
nm -en 1a Ao del espectro. Este cumb-u plludc ser.una scn-\l interesante para seguir 1a

transicién cuaterniria en estudios de cmcuca I"\pldﬂ.

Al hucer el t.xpcrmu:nlo a cunccmr'\cnén .s.mlrmte de GIcNAc()I’ y .|;,rc;_.‘mdo distintas

concentraciones de inhibidor compclmvo sc oblu’vo cl componumicmo observado en la

figura 24,
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cN-0l-6 con una concentracién saturante de GleNAc6P ¢n la

‘mutante W234, El
ensayo se.realizéd a 30 °Cy pH 7.5,



El cambio observado en la grifica anterior no se puede atribuir a la transicién .nlos(encd
ya que desde el inicio se induce ésta por Ia presencia del activador alostérico. La caida de
Aom QUE S€ obscrva debe ser ocasionada por la unién del GlcN-oli6I’ en cl sitio aclivo.

El sitio activo de esta enzima cst.’l conecmdo ul ﬁmo .|I0§lcr|co It tmve: del motivo de ld

tapa del sitio activo, como se mcncmné en la mlroducc:on E:s f'u:uble quc I.: unlén .\I

sitio activo qltcrc las mlcracc:om. ma-en Ia mterfase dcbldo a c’unbms

u.rcmrlos lnduCIdOS en l'\ rcglén dcl SlllO acnvo y tr.nmnu |dos Incn el smo nlocterlco.

Suponcmox quc 1a dls mnucnén dc la l.',,.,,,, nnplu.n ,I:\ gcncrnc:én de un .lmbnenlc
lndrol‘éblco para el rcsulu& Trp234. ‘VUn hccho interesante es la” presencia de
cuopcmlividnd‘quc se dbscri/a en’la ﬁguri\ 24 (h= 1.9). Esta cooperatividad no se pucde
explicar en térn’ﬁnos de la transicion alostérica, ya que como se habia mencionado en un
principio ya ocurrié por la - presencia del activador alostérico. Bs posible que Ia
cooperatividad que-se observa sea una sefial generada por el ajuste inducido en el sitio
activo, que refleja las interacciones que dispararian la transicion alostérica desde el sitio
activo. Es posible que este efecto no sea visible en cindtica debido a que no produce

cambios de K, ni de &, apreciables.

Paosteriormente se probé con una concentracidn saturante de inhibidor competitivo a fin
de tener el sitio activo ocupado y producii’ la lransicio‘n T-R:con el sitio ulosiérico vacio.

Ein estas condiciones la enzima se mulo con .1cuvador dlnstcnco enconlr'\ndo que no hay

cambios significativos en la [F ni'en I.'\ 7.,.,,,,,. Prob.lbl‘.mcme el camblo cu’\(ernano

producido desde el sitio .u.llvo h.ly:\ reducido’al minimo los’ c.lmbuoq a loq que el residuo

W234 es sensible.
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L_a fluorescencia intrinscca de la enzima, pone de manificsto que el estado R producido a

tinto del-estado conformacional con

ambas moléculas unidas (R,y). También quedd claro que’ la adicién de inhibidor

través de unidn del activador:alostérico (R,) es di

competitivo a la enzima en estado R, prod;lcc un c'an'\b‘io' en'su ﬂuofcéce’ncin por lo que
podemos afirmar que R, R,g ¥ R con inhibidor co‘nipcli(iyo l;nidbo (Ry) son tres estados
distintos, al menos vibﬁlcionulmcnlc, es decir, pertenccen cada uno a un grupo especifico
de conférmeros con muchas similitudes pero ligér:lmclltc distintos. Falta discutir la
existencia de un cuarto estado que el modelo de Monod-Wayman-Changeux (1965)
predice, Ry, es decir, ¢l estado R sin ligando alguno que se encuentra en equilibrio con Ia
forma T,. No podemos asumir la inexistencia de tal estado aungue su abundancia sea
minima comparada con el estado T, (1. = | ToV|R,] = 10™). aunque tampoco podcmps

hablar mucho de él ya que no tenemos manera alguna de estudiarlo.
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CONCILUSIONES

Se construyd una mutante con un triptofano en la posicién 234 localizada en la interfase

de la enzima. En el estudio éinéticd dc ésm“ mutan : se. muestra un componnmiento

semejante al de Ja enzima ﬁllveﬁtre. con lo que comprobamos que la enuma W234 es un 3

buen modelo para c<tudnr la tmnsucxén ﬂlostcnca 'Durame este cstudm sc obscrvé que cl

conférmero R formado con el acuvndor,alosléric

es catahucamente:dlsunto al

conférmero formado por el sustrato en ausencia de’ vador alostérico.’

El estudio de fluorescencia confirma la exustencna de varios estados nlostérlcos R (R\. R,

¥ R,4). estructuralmente muy 5|m|lnrc§ pero whr.ncnon'\l y camlmcnmcntc distintos.

También es segura la existencia del conformero uluslénco Rﬂ S|n emb’nrgo. la existencia

de esta especie es diffcil de cstudmr debndo a <u baJa proporcnén con respecto al

conférmero Ty. ST TR,

L.as senales cua(crndrms quc se, obtuvmron cn el cxpcnmcnto ‘de ﬂuorcscencm pueden

ser utilizadas pdru bu<cznr la exnstcnc a de mlcrmt.dmrlo% entre los conl‘érmcros T'y Rasi

como la vclocxdnd Q quc csloe aparccen.’ |

En presencia del dCllV’ldOr. las scnﬂles que emite el lrlplofano-234 aI llcndr el sitio activo

obedecen a camhaos n.rcmrloc que son tr:msmlt doa dcsde cl smo activo hacm el sitio

alostérico. Esto corrobnm 1a umén estructur'll y funcuondl entre ambos sitios.
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L.as proteinas poseen una naturaleza flexible y sus’ posibles estados conformacionales son
muchos - atn’ 'sin sufrir cambios que la hagan  perder:su’ identidad .funcional
(desnaturalizacién). La seiiales que medimos a través de nuestras téenicas fisicoquimicas

s una familia

son promedios que asignamos a un estado conformacional, que en‘realidad e

de conformaciones cuyas diferencias estdn fuera de Ia ser

idad de nuestros métodos.
En la'GleN6/* desaminasa encontramos miiltiples conformaciones que nos muestran la

complejidad estructural de esta enzima.

PERSPECTIVAS

Considerando que. nuestras técnicas nos dan promedios de poblaciones y no podemos

uir entre dos_moléculas con tres sitios llenos y dos moléculas, una con scis sitios
lienos y otra completamente vacia, se podria determinar 1a relacidn entre las sefiales
observadas y la estequiometria por medio de curvas de pegue con inhibidor competitivo o

activador alostérico mareados radiactivamente.

sciiales dcscrim}s en este lr?:bnjo pucden servir camo m‘odclu para cStudinr 1a
dindmica dc‘ lﬂ,trnﬁsicién ‘nlosu.iyric‘nfuilrnvés de cinétiéu ripida; la cxisténcia de
intermediurios y l‘vﬂ,,\icbl(')’c‘id:;dj :dc_‘l (')v'dc los procesos de di'chd‘czm‘Ibio‘ cu:itcnmrib.
También se H[’)Odlv'l’:lll' g;:'u'cmr,"lil;nantcs‘Ikl »cuulcs sc‘rmodiﬁcuran con ol;'o tipo de
tluorGforos y d¢ ese modo tener vﬂrihs sefales.
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