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Resumen

La glucosamina-6-fosfato desaminasa (EC:3.5.99.6) cataliza la conversion reversible de
glucosamina 6-fosfato a fructosa 6-fosfato y amonio. En este trabajo describimos la existencia de dos
glucosamina-6-fosfato desaminasas en mamiferos (GIcN6P desaminasa I y II). Asimismo, presentamos
la estructura cristalogréfica de la GIcN6P desaminasa I en complejo con la molécula del inhibidor en
el sitio activo (complejo cerrado) a 1.75 A de resolucién. Este cristal pertenece al grupo espacial
P2,2,2, y presenta un hexdmero en la unidad asimétrica. La tapa del sitio activo (residuos del 162 al
182) presenta significativas diferencias conformacionales entre sus monémeros (variabilidad
conformacional) causado por las interacciones de la Ser43.La comparacién con la enzima homdéloga de
E. coli, la regién con diferencias conformacionles se ubica cercana al sitio activo. Las diferencias
estructurales pueden estar relacionadas con las peculiares propiedades alostéricas diferentes observadas
en las enzimas correspondientes de mamiferos. La variabilidad conformacional podria deberse a la
pérdida de la optimizacion en el ajuste inducido ("induced fit") como una estrategia funcional para
lograr una mayor afinidad por el NH,*. También se propone un posible mecanismo alostérico de la
GIcN6P desaminasa 1 explicando el comportamiento del sistema V.

Adicionalmente, se realiz6 un estudio comparativo de las secuencias peptidicas de la familia de
la GIcN6P desaminasa., basado en un andlisis de traza evolutiva (ATE). Los archivos de coordenadas
PDB IDEA (enzima de E. coli) y IN7E (enzima humana) fueron usados para localizar la informacién
del ATE de la familia de la GIcN6P desaminasa. Los resultado muestran que el plegamiento y aa
relacionados con la catalisis y unién de los substratos de la GIcN6P desaminasa son compartidos con
las enzimas Galactosmina 6-fosfato desaminasa (GalN6P) y la 6-fosfogluconolactonasa (6PGL).
Ambos tipos de enzimas conservan los niicleos de los dominios estructurales y funcionales observados
en el plegamiento de la GIcN6P desaminasa. Nosotros proponemos que los plegamientos de las
GalN6P y GIcN6P desaminasas surgieron de un plegamiento del tipo de la 6PGL. Los resultados
muestran que las proteinas GlcN6P desaminasas de Eukaryotes y Proteobacterias comparten el tipo de
GIcN6P desaminasa de la mitocondria ancestral. Las significativas similitudes entre ambos grupos
sugieren que el gen de la GlcN6P desaminasa Eukaryota fue transferido al niicleo del hospedero por la
mitocondria ancestral endosimbionte. Sobre la GIcN6P desaminasa de G. instestinalis, ésta podrian ser
del tipo de la enzima ancestral Eukaryote debido a la baja identidad con las enzimas actuales de
Eukaryotes y Proteobacterias. Alternativamente el gen de la GIcN6P desaminasa de Giardia pudo

haber sido transferido horizontalmente desde un grupo de organismos no representados en el ATE.
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SUMMARY

Glucosamine-6-phosphate deaminase (EC 3.5.99.6) is an allosteric enzyme that catalyses the
reversible conversion of D-glucosamine-6-phosphate (GIcN6P) into D-fructose-6-phosphate and
ammonium. Here we describe the existence of two mammalian glucosamine-6-phosphate deaminase
enzymes (GlcN6P-deaminase 1y II). We present the crystallographic structure of one of them, the
human GlcN6P-deaminase I in complex with the inhibitor molecule in the active site cavity (closed
complex), at 1.75 A resolution. Crystals belong to space group P2,2,2, and presented a whole hexamer
in the asymmetric unit. The active-site lid (residues 162 to 182) presents significant structural
differences among monomers probably caused by interactions of Ser43. Interestingly, the region with
the largest differences, when compared with the E. coli homologue, was found to be close to the active
site. These structural differences can be related to the kinetic and allosteric properties of both
mammalian enzymes. The conformational differences in the GlcN6P-deaminase I closed complex was
named conformational variability which is interpreted as a loss of the optimisation of the induced fit.
We propose a possible alosteric mechanism for GIcN6P deaminase I which explains the behavior of
this V-type allosteric system.

Additionally we performed a comparative study of the sequences of the GIcN6P deaminase
protein family, based on an evolutionary trace analysis. The PDB coordinates of the files IDEA (.
coli enzyme) and IN7E (human enzyme) were used to map the evolutionary trace information of the
GlcN6P-deaminase protein family. Our results indicate that the GlcN6P deaminase-fold and aminoacid
residues which mediate the catalysis and the binding of the phosphate substrate are shared with
Galactosamine 6-phosphate deaminases (GaIN6P) and with 6-phosphogluconolactonase (6PGL)
enzymes. Both types of enzymes conserve their structural and functional core domains as observed in
GIcN6P deaminase-fold. We propose that GaIN6P and GlcN6P deaminase-folds might have arisen
from an ancestral 6PGL type enzyme. The results indicate that Eukaryotes and Proteobacteria
GlcN6P-deaminases proteins share an GlcN6P-deaminase type protein from ancestral mithocondria.
The significant similarities between both groups suggest that Eukaryote GIcN6P deaminase gene might
have been transferred to host nucleus by the ancestral mithocondrial endosymbiont. Another interesting
observation is the G. intestinalis GlcN6P deaminases might have been the ancestral Eukaryotic
GIcN6P deaminase type, this enzyme have low identity with Eukaryotes and Proteobacteria enzymes.
Alternatively Giardia might have been acquired the GIcN6P deaminase gene by lateral transfer from an

organism not represented in the analysis.



Introduccion

Muchas de las protefnas en eucariotas son modificadas covalentemente (por ej. factores de
transcripcién y protefnas nucleares) con monosacdridos de N-acetil glucosamina (GIcNAc) en
amino4cidos como la serina y la treonina. Los estudios sobre la sintesis y degradacion de
aminoaziicares tienen sus origenes en la segunda mitad del siglo XX [1]. En principio, el interés de
conocer estas vias metabdlicas estd fundamentado en el hecho de que un gran nimero de proteinas son
glicoproteinas, que estdn ampliamente distribuidas y no sélo se encuentran en regiones extracelulares,
como son las proteinas sanguineas o de la pared celular en bacterias, sino que también se encuentran en
regiones intracelulares y en las membranas lipidicas de organelos como la mitocondria y el nicleo.
Las enzimas implicadas en el metabolismo de GlcNAc son claves para mantener los niveles celulares
de N-acetil glucosamina 6-fosfato y dado que este compuesto aparece regularmente en glicoproteinas,
se ha propuesto que el estado de O-glicosilacion en algunas proteinas regula su degradacién por el
proteosoma en mamiferos [2].

La glucosamina-6-fosfato desaminasa (GIcN6P desaminasa) es una de las enzimas de la via
metabdlica de aminoazicares, y una de las pocas capaces de verter o emplear nitrégeno directamente
del medio celular en forma de NH;*. Aunque la GIcN6P desaminasa es preferencialmente catabolica en
bacterias (reaccién de desaminacién), en otras especies €sta enzima es biosintética (sintesis de
glucosamina 6-fosfato), como en Giardia intestinalis y Musca domestica [3,4,5]. La GIcN6P
desaminasa de E. coli es una enzima alostérica que cataliza la reaccion reversible de desaminacion de
la glucosamina 6-fosfato a fructosa 6-fosfato y amonio. La enzima estd clasificada formalmente como
EC:3.5.99.6 haciendo referencia a la actividad de una hidrolasa actuando sobre un enlace entre un
carbono y un nitrégeno de un grupo amina. La GIcN6 desaminasa estaba clasificada antiguamente
como EC:5.3.1.10 en donde se hacia referencia a una actividad de isomerasa, mediante un mecanismo
de oxidoreducci6n intramolecular, que da lugar a la interconvercién de una aldosa a una cetosa. Esta
descripcion no es correcta, ya que la reaccién no es la isomerizacién de Glucosamina 6-fosfato sino la
hidrdlisis de un grupo amino. La GIcN6P desaminasa de Escherichia coli [6] es una enzima bien
caracterizada cinéticamente, también se han realizado estudios cinéticos de las enzimas homdlogas de
Canis familiaris [7], Bos taurus [8], Plasmodium falciparum [9] y Candida albicans [10)].

En los ultimos anos, y debido a los proyectos de secuenciacion genémica, se han identificado al
menos 40 genes que codifican para probables GlcN6P desaminasas, las cuales abarcan un amplio rango

de distribucién biolégica, desde bacterias hasta mamiferos. Sin embargo, no se han logrado identificar
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en arqueas ni en algunas especies de hongos cuyo genoma estd totalmente secuenciado, como
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe. Por otro lado, se han identificado secuencias
pardlogas de la GIcN6P desaminasa de E. coli como la Galactosamina-6-fosfato isomerasa [11], que

cataliza la conversién de la galactosamina-6-fosfato en tagatosa-6-fosfato y amonio.

Propiedades cinéticas y alostéricas de la GIcN6P desaminasa de E. coli. El concepto de
transicion alostérica y el modelo de transicién alostérica concertada de Monod (ver apéndice 2 para
definicién) [12] pueden explicar el mecanismo de regulacién de la GIcN6P desaminasa de E. coli. El
modelo describe el equilibrio termodindmico entre los estados T y R asumiendo que la enzima sigue un
equilibrio répido (figura 1). La cooperatividad homotrépica y la activacion de la GIcN6P desaminasa
pueden ser explicadas en términos del modelo Monod-Wyman-Changeux, MWC (ver apéndice 2 para
definicién) [6], donde la V.. es independiente de la concentracién del activador alostérico, y éste
dltimo se enlaza exclusivamente al estado R. Por lo tanto, se puede describir como una enzima
alostérica del tipo K, la cual puede ser activada de dos formas: primero homotrépicamente por adicion
de los substratos, glucosamina-6-fosfato o fructosa-6-fosfato, y la segunda heterotrépicamente por
adicién del activador alostérico N-acetil glucosamina 6-fosfato [13,14,15,16]. Cinéticamente, se han
observado el estado T (el menos activo) y el estado R (el af:tivado). Ambos estados cinéticos
comprenden conformaciones diferentes y promueven distintos arreglos en la estructura cuaternaria del
hexdmero. Por cristalografia de rayos X se han observado las dos conformaciones: la conformacién R y
la conformacién T [17,18] (figura 1). La enzima estd formada por un homohexdmero de 266 residuos
por subunidad y 29.7 kDa de masa molecular para cada una de ellas (figura 1). El estado T se
caracteriza por tener nula o baja afinidad por los substratos y por el activador alostrico, mientras que
el estado R presenta un incremento de su afinidad aparente por éstos (cooperatividad de los substratos).
El estado R de la GIcN6P desaminasa de E. coli une el substrato con una K, de 2.0 mM [14].
Posteriormente los valores para la K. fueron evaluados nuevamente por el mismo grupo de
investigacién en 0.75 £0.05 mM con activador alostérico a saturacién [15]. El estado R no presenta
diferencias en su k. en presencia o ausencia del activador alostérico: 158 s y 155 s, ya que las
diferencias estdn dentro del intervalo del error experimental [16]. La enzima también puede realizar la
reaccion inversa de la desaminacién, produciendo glucosamina-6-fosfato a partir de fructosa-6 fosfato
y NH4". Los valores de la K\, para ambos substratos en esta direccién de la reaccién han sido estimados

en 0.9 mM para la fructosa-6 fosfato y 18 mM para NH;* con una k., de 15 s™.



Vista cercana al eje de simetria dos

Transicion alostérica concertada

Activador alosiérico

Hexamero en Conférmero T Hexamero en Conférmero R |

e

3

B

Vista desde el eje de simetria tres

Hexamero en Conférmero T Hexamero en Contérmero R

Figura 1.-Estructura cristalogrdfica del hexdmero de la GlcN6P desaminasa de E. coli en los
conformeros T y R. Los colores representan las regiones funcionales relevantes para la transicion
alostérica, en azul la zona interna, en amarillo la zona externa y en magenta la tapa del sitio activo
(ver texto para detalles). A) La Unidad biolégica es un hexdmero cuya estructura cuaternaria
presenta 3 ejes de simetria de orden dos, donde se organizan 2 mondmeros en un dimero por eje de
orden dos (representados por niimeros). Aqui se representa la transicion concertada de los
conformeros T a R. B) El hexdmero tiene 3 dimeros organizados perpendicularmente en un eje de
simetria tres que produce la formacion de 2 trimeros unidos de forma opuesta. Cada trimero tiene
representadas sus subunidades por niimeros. Se seiiala la cavidad (con un circulo rojo) donde se une
el activador alostérico entre la interfaz de las subunidades de los trimeros (tomado de la referencia

18).



La transicion alostérica de la GlcN6P desaminasa de E. coli vista desde sus estructuras
cristalograficas. Tanto los cambios en la estructura que ocurren con la transicién alostérica [17], como
la naturaleza estructural del cambio concertado del conférmero T al R [18], en la GIcN6P desaminasa
de E. coli, han sido descritos experimentalmente (figura 1). El hexdmero se puede dividir en tres
regiones estructurales relacionadas con la transicién alostérica: la primera, es la llamada zona externa,
que incluye las regiones de la proteina que sufren cambios estructurales importantes en la transicién
del conférmero T al conférmero R; la segunda, es la zona interna que comprende las regiones donde se
realizan los contactos intermonomeéricos del hexdmero y estd formada por el motivo estructural de
trimerizacion, el asa de dimerizacién junto con una parte de la hélice 8 y el primer giro B del asa
catalitica, donde se ubica la His143; finalmente, la tercera regién comprende el motivo estructural de la
tapa del sitio activo. La zona interna no sufre cambios conformacionales apreciables durante la
transicion alostérica del conféormero T al conférmero R. Durante la transicion, la zona externa junto
con la tapa de sitio activo sufre un movimiento de cuerpo rigido alrededor de la zona interna, el cual se
realiza alrededor de un eje paralelo al eje de orden tres del hexdmero. El movimiento de cuerpo rigido
de todos los mondémeros ensamblados en el hexdmero requiere ser coordinado y simultdneo, ya que el
modelo de la cinética se ajusta a un cambio de T a R de forma concertada.

El conférmero T a 1.9 A de resolucién (c6digo PDB: 1FSF) muestra un alto grado de movilidad
o vibracién atémica, preferencialmente en torno a un eje paralelo al eje de orden tres y en direccion de
la transicién alostérica. Esta estructura dio elementos para sugerir la existencia de un estado oscilante
del conformero T en direccion de la transicion alostérica, hacia el conférmero R, cambiando el punto
de vista del movimiento de cuerpo rigido de la transicién alostérica a un movimiento eldstico en
oscilacion. Segin este modelo, el estado T del hexdmero oscila coordinadamente con un movimiento
elastico en direccion del cambio conformacional donde, eventualmente, el estado R es alcanzado
simultdneamente en todos los monémeros del hexdmero (de forma concertada también). La tapa del
sitio activo es un motivo estructural que rota junto con la regién externa pero ademas presenta una
movilidad propia.

La estructura cristalografica del conformero R de la GlcN6P desaminasa de E. coli. La
GIcN6P desaminasa de E. coli era la tinica enzima de esta familia de proteinas de la cual se disponia de
la estructura tridimensional al comienzo de este trabajo de investigacién. La estructura se determind
por cristalografia de rayos X a 1.65 A de resolucién [19]. Hasta este momento, se han reportado
alrededor de 10 estructuras de la GlcN6P desaminasa de E. coli en los conformeros T y R [17,18] y

con base en ellos se han determinado algunas relaciones entre la estructura y la funcién. El plegamiento
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de la GIcN6P desaminasa de E. coli esté clasificado en el SCOP [20] como una proteina de la Clase
o/B, formada con unidades de estructura secundaria B—o—p y principalmente con hebras [ paralelas.
Se subclasifica en el plegamiento de Isomerasa de fosfoazicares (Phosphosugar isomerase) con una
estructura de tres capas o/P/oy una capa 3 de 6 hebras paralelas en orden 321456. Sin embargo, la

descripcién anterior no es completa y la realizada por los autores de la estructura es mds precisa [21].
El plegamiento estd formado por una capa 3 central de 7 hebras paralelas rodeada por 8 hélices o, y una

segunda capa 3 antiparalela de 3 hebras. La topologia del plegamiento ha sido descrita también como
similar a los dominios de unién a NAD con la insercién de tres regiones [21]. La descripcion permite
dividir a la enzima en regiones relacionadas con sus funciones las cuales se representan con colores
particulares (figura 2). Las regiones adicionadas estan en el extremo N-terminal (del residuo 1 al 35),
en el extremo C-terminal (del residuo 235 a 266) y una insercién de 47 residuos (aminoéacidos 141 a
188) en la region C-terminal de la primer hebra del segundo motivo de unién a mononucleétido. Un
motivo estructural especialmente interesante se forma entre los residuos 161 al 184, denominado como
la tapa del sitio activo, y es de gran importancia ya que contiene tanto residuos relacionados con la
ligadura al substrato y la catdlisis, como con residuos vinculados a la transicién alostérica. Los residuos
cataliticos estdn emplazados en dos zonas funcionalmente distintas dentro de la cavidad catalitica
(figura 2). Por un lado la His143, el Aspl41 y el Glul48 catalizan la apertura del anillo de piranosa de
la glucosamina-6-fosfato (la etapa de catdlisis uno). Estos residuos forman parte de un sistema
intercambiador de protones [21, 17] donde el anillo de imidazol de la His143 estd posicionado y
polarizado por los carboxilos del Aspl41 y Glul48. EI Nel del imidazol ataca el C1 del anillo de
piranosa extrayendo un protén y transfiriéndolo al OS5, desestabilizando asi el enlace entre el C1 y el
O5. Estos residuos estdn localizados en una asa conformada por 3 giros (136 a 151) y una asa del sitio
alostérico (152 a 158). Por otro lado, el Asp72 que se ubica en la hebra § A' de la capa 3 antiparalela
promueve la desaminacién del substrato por extraccion de un protén del C2 (la etapa de catdlisis dos).
En el conférmero R la tapa del sitio activo es una estructura flexible que, en ausencia de
ligantes, presenta al menos 3 diferentes conformaciones (figura 2). Las dos conformaciones mads
alejadas del sitio activo (o conformaciones "abiertas") presentan distancias de hasta mas de 3 y 7 A
entre sus dtomos de Co. Ambas conformaciones representan diferentes estados del movimiento de
cuerpo rigido que experimenta la tapa y que inicia en la Thr161 y termina en la Tyr184 [18]. La tercera
conformacién es geométricamente muy similar a la conformacién catalitica, la cual es observada en

otras estructuras de la misma enzima en complejo con sus substratos e inhibidores en el sitio activo
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(fosfato inorgdnico, inhibidor competitivo o fructosa 6-fosfato). Entonces, la tapa adopta una
conformacién tnica sobre el sitio activo (conformacién catalitica o "cerrada"). Este movimiento estd

propuesto como una forma de regular la K, de la enzima.

MCNOMERO

TOPOLOGIA

TAPA DEL

ACTIVADCR SITIC ACTIVO

ASA CATALIT:CA -

il TAPADEL BITIOACTIVO B REGION DE HEXAMERIZAGION
Bl NSERCION N-TERMINAL - B PLEGAMIENTOS DE ROSSMANN
18 INSERCION C-TERMINAL  §88 ASA CATALITICA REACCION DE CATALISIS UNO

B

C-TERMINAL

SITIO ACTIVO DE LA GLCNSP DESAMINASA DE E. COL/

A T } Glu 148

LYS 208 sw Inhibidor

Arg 172 _ __
RESIDLOS DE UNION A FOSFATO Logd ; ; 'Pyr 85

RESIDUOS DELAETAPA

Asp 72

RESIOUD CE

Figura 2.- A) Descripcion del monémero de la GIcN6P desaminasa de E. coli. La topologia muestra
las estructuras secundarias y las regiones en que se divide el plegamiento. El mondmero en el
conformero R, en un modelo de tubos, estd coloreado en la misma forma que la topologia. Se sefialan
algunas partes de la enzima, entre ellas las tres conformaciones que adopta la tapa del sitio activo
cuando éste estd vacio. B) Sitio Activo. En letras color azul los residuos cataliticos La His143 realiza
la reaccion de apertura del anillo del GIcN6P (etapa de catdlisis uno) y el Asp72 realiza la reaccion
de desaminacion (etapa de catdlisis dos) cuando el substrato estd abierto de forma similar al
inhibidor (molécula en amarillo claro). En letras color rojo los residuos mds relevantes encargados

de la unir el fosfato del substrato (basado en las referencias 18 y 21).
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Propiedades alostéricas en la GIcN6P desaminasa de mamiferos. Las propiedades
alostéricas han sido estudiadas cinéticamente en la GIcN6P desaminasa de perro [7], bovino [8], y
recientemente, de humanos [22]. Al igual que la bacteriana, las enzimas de mamiferos son alostéricas y
la unidad bioldgica estd conformada por seis subunidades iguales (un homohexdmero). El activador
alostérico de las enzimas de mamiferos es el mismo que el de la enzima bacteriana, la N-acetil-D-
glucosamina 6-fosfato. Sin embargo, se observan dos comportamientos diferentes para sus propiedades
alostéricas [7,8]. Por un lado, la enzima aislada de rifién de perro tiene propiedades de un sistema K,
similar a la enzima de E. coli. Por otro lado, las enzimas aisladas de rifién de bovino y la recombinante
humana presentan propiedades de un sistema V. En éste sistema, la k. se incrementa con el aumento
de la concentracién de activador alostérico y cuando el activador estd ausente la k., se aproxima a cero.
Los estudios realizados en las enzimas de rifién bovino y en la enzima recombinante humana muestran
que éstas son incapaces de realizar la catdlisis en ausencia del activador alostérico N-acetil-D-
glucosamina 6-fosfato.

Las enzimas de mamiferos difieren en sus masas moleculares relativas reportadas. La enzima de
perro presenta una masa molecular de 30 kDa, la cual es similar a la reportada para la de E. coli, y la de

bovino estd reportada en 32.5 kDa. Una diferencia importante de la enzima de bovino, es que durante

la reaccidn reversa tiene una afinidad inusual por el HNs* respecto a la enzima bacterina, con una K, de
3.7 mM (18 mM en E. coli), y ademds pierde sensiblemente afinidad por la fructosa-6-fosfato con una
K., de 5.9 mM (0.9 en E. coli).

Genética de la GIcN6P desaminasa de E. coli. La genética de la GIcN6P desaminasa de E.
coli ha sido estudiada con detalle [23,24]. La enzima es importante para regular la via de degradacién
de aminoazucares y estd codificada por el gen nagB que forma parte del operén nag, el cual contiene al
menos 5 genes (nagA, nagB, nagC, nagD y nagFE). De las proteinas codificadas por el operén nag,
NagC es una proteina que actia como represor transcripcional (junto con el regulador transcripcional
CRP-cAMP. Figura 3) sobre los promotores divergentes de nagBACD y nagE en ausencia de N-acetil
glucosamina 6-fosfato y glucosamina 6-fosfato [25]. El gen nagA codifica para una N-acetil
glucosamina 6-fosfato desacetilasa y el gen nagE para un sistema de fosfotransferencia de membrana
(un sistema PTS) para N-acetil glucosamina y glucosamina. Hasta ahora, no se le ha podido asignar
funcién alguna al producto peptidico del gen nagD, sin embargo, se sabe que también se expresa [26].
Adicionalmente, existen los genes del operén glm de la via biosintética de UDP-N-acetil glucosamina

y estdn relacionados con el operén nag por medio de la proteina reguladora NagC (sin CRP-cAMP).

12



Este oper6n consta de los genes gImS, gimM y glmU. El gen glmS codifica para la enzima
Glucosamina-6-fosfato sintasa (GlcN6P sintasa EC:2.6.1.16), responsable de sintetizar glucosamina-6-
fosfato a partir de fructosa-6-fosfato y L-glutamina. El gen glmM codifica para la enzima
fosfoglucomutasa, capaz de convertir la glucosamina-6-fosfato en glucosamina-1-fosfato. Finalmente,
el gen glmU codifica para una enzima bifuncional con las actividades de glucosamina-1-fosfato N-
acetil transferasa (capaz de acetilar la glucosamina 1-fosfato a partir de Acetil Co-A) y de UDP-N-
acetilglucosamina pirofosforilasa (la cual convierte la N-acetil glucosamina 1-fosfato en UDP-N-acetil
glucosamina a partir de UTP). El producto final de esta via biosintética, UDP-N-acetil glucosamina, se
emplea en la glicolisacion de proteinas y en la sintesis de lipopolisacaridos. Los genes gimUS son
transcritos por dos promotores (P1 y P2). En ausencia de aminoaziicares ambos promotores estin
activados. Sin embargo, en presencia de N-acetil glucosamina el promotor P1, préximal al genglmU,
es inactivado mientras el promotor P2, localizado mds arriba de P1 (100 pares de bases
aproximadamente), estd sujeto a una débil induccién. Dos sitios de unién para NagC han sido
identificados en la regién de los promotores P1 y P2 (BoxG1 y BoxG2) siendo necesaria su presencia
en ambos sitios para la expresion del promotor P1. En esta situacion la proteina NagC actiia como
activador transcripcional. El sitio P1 es reprimido bajo las condiciones de expresion del operén nag

donde NagC actiia como represor transcripcional [23].

Operones regulados por la proteina NagC

\4 nagl /,| nagl /‘,
Operon
divergente
NAG
.I"\
glms >E| gimM

A I} .'

Operon GLM mUp2

._._‘._.'_‘)

gl | glmsS

ghnM

+ 81345
p. p1,p2 Promotores
BT Regulador transeripcional NagC
Regulador transcripcional CRP-cAMP
+  Posicion en el Mapa del cromosoma de E. coli K-12

Figura 3. Esquema de los operones nag y gim en E. coli.
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Fisiologia de la via de la GIcN6P desaminasa de E. coli y variaciones en otras especies. La
via de sintesis de UDP-N-acetil glucosamina es iniciada por la GIcN6P sintasa (figura 4) y es igual en
todos los tipos de células (procariotas y eucariotas) a excepcién de dos pasos posteriores a la formacion
de GIcN6P. En bacterias la GIcN6P es primero isomerizada a GIcN1P y posteriormente acetilada para
obtener GIcNAc1P. En eucariotas primero se realiza la obtencién de GIcNAc6P y luego estd ultima es
isomerizada a GIcNAc1P [27]. El UDP-N-acetil glucosamina sirve como una forma activada de N-
acetil glucosamina para diversos organismos ya que de este modo es incorporada a lipopolisacaridos,
péptidoglucanos, quitina, glucoproteinas, glucosaminoglucanos y mucopolisacdridos. También es
responsable de la formacién de compuestos como los derivados N-acilados del 4cido neuraminico
llamados genéricamente dcido sidlico. La via es primordial para la formacién de los componentes de la
pared celular en hongos y bacterias y la remocién del gen de la GIcN6P sintasa resulta letal, aunque
estd reportado para E. coli que la enzima catabdlica de la GIcN6P, la GIcN6P desaminasa, puede
complementar a la GIcN6P sintasa [27]. La GIcN6P desaminasa de E. coli es activada alostéricamente
por N-acetilglucosamina 6-fosfato sensando de este modo los excedentes de GIcNAc6P producidos a
partir de GIcN6P y controlando las concentraciones de los otros productos de la via hasta UDP-
GlcNAc. En E. coli la GIcN6P desaminasa es la tnica enzima de la via regulada alostéricamente. La
UDP-GIcNAc es sintetizada por la enzima N-acetil glucosamina-1-fosfato uridiltransferasa la cual es
regulada negativamente por inhibicién por substrato [27]. Tanto la GIcN6P sintasa como la GIcN6P
desaminasa son enzimas importantes en la regulacion de las necesidades celulares para obtener UDP-
N-acetil glucosamina en todos los organismos ya que son puntos de control metabdlico. Es interesante
destacar que en eucariotas ambas enzimas estdn reguladas alostéricamente. De la GIcN6P sintasa
existen varios estudios sobre su regulacion. Esta enzima es regulada alostéricamente por UDP-N-acetil
glucosamina desactivandose en su presencia (la enzima bacteriana no es regulada por este compuesto)
donde es evidente que el producto final de la via se encarga de auto regular su produccién [27]. En
mamiferos existen dos genes que codifican cada uno para una GIcN6P sintasa distinta (76% de
identidad) y existen evidencias de que ambas estdn sujetas a un estricto control metabdlico y

transcripcional de manera tejido-especifica.
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Figura 4. Esquema de la via metabdlica de la glucosamina-6-fosfato en E.
coli y otros organismos. La via en E. coli esta marcada con lineas azules.
La linea verde representa la diferencia en la via que existe entre
mamiferos y bacterias. La linea punteada indica la regulacion alostérica

de la GIcN6P desaminasa. La linea roja es la posible via en mamiferos.

Presencia de la GIcN6P desaminasa en otros organismos. En E. coli, la GIcN6P desaminasa
es catabdlica; sin embargo, estudios de transcripcién realizados en Giardia lamblia sugieren que este
protozoario emplea una GIcN6P desaminasa biosintética para iniciar la sintesis de los aminoaziicares,
los cuales son precursores de la pared del quiste, el cual estd hecho de quitina, un polimero de N-acetil-
glucosamina. Mientras que en E. coli la enzima que inicia la via de sintesis de aminoazicares es la
GIcN6P sintasa, no se encuentra actividad detectable de esta enzima en G. lamblia, la cual sin
embargo, presenta dos genes muy similares que pueden codificar para dos GIcN6P desaminasas [3]. De
estos dos genes solo gpil es expresado después de la induccién de la formacién de pared del quiste
sugiriendo que es la enzima biosintética [3].

En un estudio sobre el alosterismo de la GIcN6P desaminasa de Musca domestica, se sugiere
que la enzima puede estar orientada diferencialmente hacia la biosintesis o hacia la degradacién de

glucosamina-6-fosfato por medio de uno o mds reguladores alostéricos, ya sea durante el periodo de
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alimentacién activa o para la produccién de quitina del diptero [4]. La glucosa-6-fosfato es un
activador de la enzima en direccién de la formacién de glucosamina-6-fosfato, sin embargo, la N-acetil
glucosamina-6-fosfato es también capaz de activar la enzima en ambas direcciones [4].

Aunque no se han encontrado las secuencias genémicas ni detectado la actividad de la GIcN6P
desaminasa en S. cerevisiae y S. pombe, la enzima estd presente en cepas patdgenas de C. albicans, y
ha sido relacionada de manera preliminar como parte del mecanismo de adhesion celular al hospedero
[28]. En C. albicans la GlcN6P desaminasa presenta propiedades cinéticas coherentes con el modelo
de Michaelis-Menten [29] lo cual es concordante al tener una unidad biolégica de un dimero y no ser

sensible a la activacion alostérica por la N-acetil glucosamina-6-fosfato [30].

Fisiologia en mamiferos. Si bien el estudio de la via metabdlica a la cual pertenece la GIcN6P
desaminasa en mamiferos tiene casi 50 afios [1], el papel fisioldgico de la enzima no esta totalmente
esclarecido asi como tampoco estd claro como se regula la via metabdlica. Debido a que,
probablemente, la via metabdlica estd regulada de forma distinta en los diferentes tejidos se han
generado datos aislados [5,31] y con poco o nulo seguimiento posterior.

A mediados de la década de los afios 60's se tenfan ya identificadas algunas de las enzimas
implicadas en la via metabdlica de la glucosamina, asi como su distribucién aproximada en las
fracciones celulares en el higado de la rata [32]. Para 1971 ya se habia reconocido la importancia de la
Fosfoglucosamina isomerasa (actualmente la Glucosamina-6-fosfato desaminasa) como una enzima
reguladora de la conversién de glucosamina en CO,, lactato y glucégeno en células tumorales
(sarcoma de Yoshida) por la via de la glucélisis [33]. Aunque la glucosamina es rdpidamente
consumida como fuente de carbono, su destino en el metabolismo varia dependiendo de la
concentracién administrada y tipo de tejido. En células de higado de rata la glucosamina exdgena es
metabolizada por via biosintética (observandose una acumulaciéon de UDP-N-acetil hexosaminas y
reduccion de nucleétidos), mientras que en ascitis tumorales se transforma en lactato y glucégeno [33].
Esta diferencia se debe a que la actividad es mucho menor en el higado que en tumores, y que en estos
ultimos, el flujo de glucosamina hacia glucélisis estaria determinado por la glucosamina-6-fosfato
desaminasa.

Por otro lado, es conocido que la N-acetil glucosamina exdgena es procesada de forma distinta
tanto en rindén como en higado de rata [33]. En el rindn, la via metabdlica de la N-acetil glucosamina es
estimulada por la fructosa 1,6-bisfosfato. Bajo estas condiciones la N-acetil glucosamina es recuperada

como un intermediario glicolitico [33]. En contraste, en el higado la via es estimulada por
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fosfoenolpiruvato (y no por fructosa 1,6-bisfosfato), mientras que la N-acetil glucosamina es
recuperada como 4cido sidlico [34].

En estudios mds recientes, la actividad de la GlcN6P desaminasa ha sido encontrada en diversos
tejidos celulares de mamiferos: riién [7,8], eritrocitos [35], espermatozoides [36,37,38,39], células de
transporte del intestino delgado, neuronas y terminaciones nerviosas de células cerebrales [40]. En
lineas celulares cultivadas in vitro, bajo altas concentraciones de NH;*, la GIcN6P desaminasa tiene un
importante papel en la recuperacién del mismo. En este caso la reaccién se realiza preferentemente
hacia la formacién de glucosamina-6-fosfato, observandose ademds una induccién de la actividad
especifica de GIcN6P desaminasa, en presencia de NH;* en el medio de cultivo [31]. Las reservas de
UDP-N-acetil glucosamina y UDP-N-acetil galactosamina celular se elevan en respuesta a una
aplicacion exégena de NH,Cl en diferentes lineas celulares de mamiferos (hibridoma CHO, BHK-21 y
Ltk929), donde la rdpida formacién de UDP-N-acetil glucosamina es dependiente de glucosa y
amonio. También se confirma en este caso, que la falta de glucosa en el medio de cultivo evita la
sintesis de UDP-N-acetil glucosamina ain con altas concentraciones de NH,CI [31].

Respecto a la direccién metabdlica que puede tomar la GIcN6P desaminasa, se ha determinado
que en presencia de la Glucosamina-6-fosfato N-transacetilasa y de Acetil-CoA (cofactor de la
glucosamina-6-fosfato N-transacetilasa), la direccion de la reaccion procede hacia la sintesis de
glucosamina-6-fosfato [41]. También se sabe que la alta concentracién de UDP-N-acetil glucosamina
dentro de la célula promueve desérdenes en el estado de la antenaridad (ver apéndice de conceptos) de
la glicolisacion sobre las proteinas procesadas en el aparato de Golgi [5, 42]. Por otro lado, es relevante
mencionar que algunos tipos de diabetes estdn asociados a la alteracién de la regulacién de la via
completa de las hexosaminas a través de la GIcN6P sintasa, la cual se considera el punto de control

principal de la via [27].

Estructura y regulacion de la GlcN6P desaminasa de mamiferos. A la fecha se conocen las
secuencias peptidicas completas (a partir de la secuencia de sus genes) de la GIcN6P desaminasa de al
menos 3 mamiferos (humano, ratén y hamster ) [36,37,38,39]. Estas tres enzimas tienen una longitud
de 289 residuos, esto es 23 residuos extra hacia el extremo C-terminal respecto a la enzima de E. coli
la cual es de 266 residuos. Se conoce la secuencia peptidica de los primeros veinte residuos del N-
terminal de la GIcN6P desaminasa de bovino la cual se prevé que presente 289 residuos por el andlisis
de composicién de aminodcidos [8]. En el humano, el gen que codifica para la GlcN6P desaminasa
estd localizado en el cromosoma 5 y su producto peptidico presenta 58.9% de identidad con el de E.
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coli [43].

También fue reportada la secuencia peptidica del extremo N-terminal de dos diferentes GIcN6P
desaminasas que se expresan en la linea celular BHK-21 de hdmster [5]. Asimismo, han sido
reportadas dos secuencias completas de cDNA de ratén [44]. La primera secuencia corresponde a la
GIcN6P desaminasa de ratén de 289 aminodcidos. La segunda secuencia de cDNA de rat6n codifica
para otra GIcN6P desaminasa de 276 residuos. Finalmente, también fueron reportadas las secuencias
homologas, aunque parciales, de cDNA que codifican para proteinas de 276 y 289 residuos en rata y

perro [45].
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Justificacion del trabajo: Se han secuenciado dos cDNA que codifican para dos GIcN6P
desaminasas diferentes de ratén. Asimismo, se han observado dos mecanismos alostéricos en la
GIcN6P desaminasa de mamiferos (bovino, humano y perro) vinculados a dos diferentes masas
moleculares. La GIcN6P desaminasa humana es conocida en su secuencia peptidica y mecanismo
cinético y alostérico. Las interrogantes planteadas a resolver en este proyecto fueron vincular los dos
diferentes mecanismos cinéticos y alostéricos observados en las GIcN6P desaminasa de mamiferos con
sus correspondientes secuencias peptidicas mediante un estudio estructural. Adicionalmente, nos dimos
a la tarea de realizar un andlisis de agrupamiento de secuencias de la familia de la GIcN6P desaminasa
y otras secuencias homologas que pudieran compartir el plegamiento. La finalidad de este estudio es
determinar qué regiones del plegamiento son importantes para obtener modificaciones en la funcién
(cinética y alostérica) y especificidad de los substratos en las enzimas que comparten el plegamiento de
la GIcN6P desaminasa.

Objetivos

Objetivos generales

Investigar estructuralmente el plegamiento en la familia de la proteina GIcN6P desaminasa
centrando el estudio en las enzimas humanas y de E. coli.
Investigar la relacion evolutiva de la familia de proteinas de GIcN6P desaminasa.

Objetivos Particulares
Determinacion de la estructura cristalografica de la proteina GIcN6P desaminasa I humana (de
289 aminodcidos) recombinante en E. coli.
Realizar una comparacion entre las estructuras tridimensionales de las GIcN6P desaminasa I

humana y de E. coli.

vy vvyYyYyy

Encontrar la secuencia peptidica de la GIcN6P desaminasa II (de 276 aminodcidos) en el
genoma humano y construir un modelo computacional para proponer una hipétesis estructural
de las diferencias observadas en las propiedades del mecanismo alostérico y cinéticas de ambas

enzimas.

v

Proponer un modelo estructural del mecanismo alostérico de la GIcN6P desaminasa I con base
en los datos cinéticos y alostéricos.

Identificar las regiones sujetas a variacion en el plegamiento de la GlcN6P desaminasa que

v

estan relacionadas con los cambios de funcién y especificidad de substrato.
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"Veritas filia temporis"

Materiales y métodos

Purificacion de la enzima GlcN6P desaminasa I (preparada en el laboratorio del Dr. Mario
Calcagno por Laura Alvarez-Afiorve. Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de
UNAM). La cepa de E. coli 590PTZ HA PPBS5 fue usada como hospedero del pldsmido pTZ19R, el
cual fue empleado para sobre-expresar el producto proteico del gen gnp! humano que codifica para la
GIcN6P desaminasa. Se cultivaron 10 ml de células de E. coli con ampicilina en medio LB durante 8 h
a 30° C . Posteriormente 10 pl de cultivo se platearon en medio LB sélido con ampicilina para obtener

colonias individuales. Las colonias individuales fueron sembradas en 200 ml de medio LB-ampicilina
y crecidas por 4 h a 30° C. Posteriormente seis matraces de 1 litro fueron inoculados con 50 ml de

cultivo y crecidos por 8 h a 30° C. Las células fueron centrifugadas por 15 minutos a 5000 r.p.m., y la
pastilla de células o "pellet" fue guardada en frio toda la noche. El pellet se lavé y centrifugé en tres
ocasiones con KCI a 0.15 M. Las bacterias se resuspendieron en 200 ml de solucién para lisar células
(EDTA 20 mM pH 7.7, KCI 0.15 M y Tris 100 mM pH 7.7) y se sometieron a sonicacién. La
sonicacion se realizé por 20 segundos, a intervalos de 2 minutos, 7 veces y se centrifugaron por 15
minutos a 15000 r.p.m. La purificacién de la enzima se realizé por precipitacién con sulfato de amonio
en 2 pasos a 40% y 55%. Posteriormente se dializ6 y filtr6. Finalmente se purificé por cromatografia
de afinidad de sitio alostérico en N-6-aminohexanoil glucosamina 6-fosfato agarosa [8]. El gel de
cromatograffa de afinidad fue preparado como se describe en al articulo de la referencia 6. La proteina
fue eluida con N-acetil glucosamina 6-fosfato, el activador alostérico y se llevo hasta un volumen de 4
ml. La proteina finalmente se concentré usando filtros Amicon de Millipore de 2ml para 30 kDa
centrifugando a 3000 r.p.m. por 30 minutos a 6 °C. La proteina concentrada en los filtros se

resuspendié en 200 pl a una concentracién de 10 mg/ml.

Cristalizacion. Los cristales fueron obtenidos por el método de difusién de vapor en gota
asentada a 18 °C. Las gotas fueron preparadas en placas con tiras de 8 pozos de la marca Hampton
Research (Crystalclear strips, HR3-128, figura 5). Las tiras fueron cubiertas con cubreobjetos y
sellados con grasa de vacio. El precipitante empleado fue sulfato de amonio (NH;).S04 2.8 M como
solucidn inicial. Al precipitante se le adicioné activador alostérico (N-acetil glucosamina 6-fosfato) a

una concentracion inicial de 200 mM e inhibidor competitivo 2-deoxi-2-amino D-glucitol 6-fosfato a
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una concentracioén inicial de 10 mM. Se realizaron diluciones entre 58% y 72% de (NH,).S0; y
diluciones del 5% de activador y 1% de inhibidor, en buffer HEPES 100 mM pH 7, 7.25 y 7.5. Las
gotas se prepararon con 4 ul de proteina més 4 pl de solucién precipitante. La solucién madre del pozo
contenia la misma concentracion de los precipitantes con un volumen de 100 pl. Ademas, se probaron
dos diferente concentraciones de proteina, 10 y 5 mg/ml, con diluciones de 58% al 63% de (NH;).S0, y
los pH de 7 y 7.25 (tabla 1, 1 caja). Para ampliar las condiciones del medio de cristalizacion, se prob6
utilizar PEG 400 al 20%, solucién precipitante de (NH:),S0s con diluciones entre 60% y 72%, y
diluciones de 5% de activador y 1% de inhibidor, en buffer HEPES 100 mM pH 7, 7.25 y 7.5. En estas
condiciones se mantuvo fija la concentracién de proteina a 10 mg/ml (tabla 1, 2% caja). Los cristales
crecieron durante tres meses alcanzando tallas superiores a 1.5 mm por 0.15 mm.

Las condiciones finales de la gota de donde se extrajo el cristal de proteina para la colecta de
datos fueron (1° caja posiciéon D1): 1a concentracién final de (NH.).S0; en la solucién de la gota fue de
1.68 M, 10 mM de activador alostérico y 0.1 mM de inhibidor competitivo a pH 7, sin PEG 400 a 10
mg/ml de proteina.

Soporte excavado

Soporte para
Gota Apoyada

Reserva de Solucién Madre

Cubreobjetos Grasa de vacio

10ul
100u|
Tira con 8 Pozos
Figura.-5 Pozos de cristalizacion para reservas de solucion

madre de 100 ul de la marca Hampton Research. La solucion
con la proteina se coloca en el soporte excavado de 10 L.
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Tabla 1.- Condiciones de Cristalizacion

Primera caja de Cristalizacion

Proteina 10mg/ml Proteina Smg/ml P. 10mg/ml
pH 7.0 pH 7.25 pH 7.0 pH 7.25 pH 7.25 pH 7.0

1 2 : 3 4 S 6
A 58 58 58 * 58 58
B 59 59 59 * 59 59
D 60 £ 60 60 ¥ 60 60
E 61 61 61 * 61 61
G 62 2 | 6 62 . 62
H 63 63 | 6 63 * 63

Segundé caja de Cristalizacion
Con PEG SIN PEG
Proteina 10mg/ml
pH 7.0 pH 7.25 pH 7.50 pH 7.0 pH 7.25 pH 7.50

1 2 3 4 5 6
A 60 60 60 60 60 60
B 63 63 63 63 63 63
D 66 66 66 66 ¥ 66
E 69 69 69 69 * 69
G 70 70 70 70 * 70
H 72 72 72 72 * 72

En la casilla se presenta el porcentaje de (NH,),S0; al 2.8 M empleado. Se utilizaron 10ml de PEG400 al

20% por pozo. * Condiciones no realizadas.

£ Los cristales de proteina empleados para la colecta de datos fueron extraidos de esta posicion.

Colecta de datos (realizada en la linea BL9.1 del Stanford Synchrotron Radiation
Laboratory (SSRL) a -180 °C y una longitud de onda de 0.78 A ). Durante la colecta de datos se
emplearon tres cristales de la misma gota que difractaron a temperatura de flujo de nitrégeno. Los
primeros dos cristales fueron congelados con su solucién madre del pozo mds 35% de trehalosa como
crioprotector. Estos cristales fueron tratados con las técnica de remojado rdpido y de recocido en la
solucién crioprotectora [46]. Ambos cristales difractaron con alta mosaicidad (ésta Gltima es una

medida de la distorsién de la difraccién dada en grados). El tercer cristal permaneci6 en la solucién

crioprotectora por 24 h.
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Esta consistié en adicionar trehalosa al 35% a la gota donde crecieron los cristales y previo a la
colecta se le aplicé al cristal la técnica de recocido'. El cristal difract6 a una resolucién de 1.75 A. Se
empleé el programa Strategy de Mosfilm [47] para determinar la estrategia de la colecta la cual
consistié de 90 exposiciones de 1° de rotacién y 10 minutos de exposicién para obtener 94% de

integridad de los datos (completeness).

Integracion de datos, reemplazo molecular y construccién del modelo. La integracién de los
datos se llev6 acabo con el programa de DENZO-XDISP [48] [49] y el escalamiento de los datos se
realiz6 con el programa SCALA del paquete de CCP4 (tabla 2) [50]. La estructura fue resuelta con el
método de reemplazo molecular usando como templete de polialaninas la estructura tridimensional de
la GIcN6P desaminasa de E. coli con 266 residuos. A la molécula templete se le retiraron las regiones
de menor conservacion estructural, las cuales corresponden a las asas del modelo que no presentan
ninguna funcién catalitica ni alostérica. El mejor resultado se obtuvo empleando la unidad biolégica de

la GIcN6P desaminasa de E. coli que es un hexamero.

Tabla 2.- Estadistica de los datos de difraccién

Pardmetros de la celda A 109.87 110.89 180.88
90° 90° 90°
El Grupo espacial P2,2,2,
Resolucién 1.75 A
Reflexiones tinicas 209143
Integridad de los datos 94.6(96.8)*
Multiplicidad 3.8(3.6)*
Reym 0.052(0.224)*
Rango de resolucién 1.74 -29.48 A
Unidad asimétrica y unidad biolégica Un hexdmero
I/sigma 9.9(3.4)*

*El valor representa el dltimo rango de resolucion.

I La técnica de recocido consiste en someter al cristal de proteina a cambios rdpidos de temperatura, en este caso el cristal
que es congelado muy rdpidamente (-180 °C), a continuacién es retirado del flujo de nitrégeno permitiendo que alcance
la temperatura del cuarto y el cristal puede ser regresado a su solucién madre con crioprotector (€ste paso no es
obligatorio). El cristal es congelado rdpidamente por segunda ocasién con el flujo de nitrégeno. Este procedimiento
permite mejorar la calidad de la difraccién, siempre y cuando no se experimente formacion de cristales en la fase liquida
que contiene al cristal de proteina (la cual debe permanecer vitrificada y transparente).
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El reemplazo molecular y el afinamiento de la estructura fue realizado con el programa CNS
[51] y la construccién del modelo se realiz6 con programa grifico "O" [52] calculando mapas de
diferencia’ de la densidad electronica 2Fo-Fc y Fo-Fc de toda la unidad asimétrica (tabla 3). En los
dltimos pasos del afinamiento se usaron mapas promedio de densidad electrénica (programas AVE
[53] e IMP [54] del paquete de programas RAVE) 2Fo-Fc y Fo-Fc, asi como también mapas de
omisién de fases del modelo (annealing omit maps) en esferas de 10 a 15 A. Este tipo de mapas son
2Fo-Fc donde se hace omision de las fases en una esfera centrada en una regién especifica. Las
regiones omitidas tuvieron como centro la cavidad central del sitio activo para poder construir el mejor

modelo de la molécula del andlogo del estado de transicién (inhibidor competitivo).

Anilisis estructural. El anilisis estructural y las sobreposiciones de dtomos Co se realizaron
con el programa "O" (empleando los comandos LSQ) [52] y algunos de los programas acoplados. Las
sobreposiciones de cuerpo rigido realizadas entre los monémeros de la GIcN6P desaminasa humana y
la GIcN6P desaminasa de E. coli (c6digos PDB 1DEA, 1HOR, 1HOT y 1FS5) fueron realizadas con el
programa LSQMAN [55] del paquete DEJAVU. Asi como todos los valores de RMSD de las
sobreposiciones fueron calculados empleando tinicamente los carbonos o, a menos de 3.8 A (valor de
integracién) inicialmente y recalculando los valores entre 0.8 y 0.3 A de distancia. Se eligieron estos
valores para encontrar las regiones de conservacion estructural que nos permitieran determinar si las
diferencias son reales. Esto es debido al error calculado para las coordenadas de la estructura que es de
0.19 A. Las sobreposiciones entre las subunidades biolégicas (hexameros) de la GIcN6P desaminasa

humana y la de E. coli incluyeron todos los carbonos o a menos de 3.8 A de distancia tnicamente.

2 Los mapas de diferencias son calculados a partir de las fases del modelo construido, donde Fo son los datos
experimentales u observados (factores de estructura) y Fc son datos calculados a partir del modelo. Los mapas
calculados permiten localizar visualmente las diferencias del modelo respecto a los datos experimentales y corregirlos.
Los mapas 2Fo-Fc agregan un peso extra durante el cdlculo a las datos experimentales dando menos peso a los datos
calculados a partir del modelo. Un mapa Fo-Fe nos permite observar diferencias totales entre los datos calculados y los
observados.
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Tabla 3 .- Procedimiento del afinamiento.

No. de Procedimiento No. Res.(A) R Inicial R free R Final R free
Etapa Pasos Inicial Final
1 Reemplazo Molecular :
Funcién Cross rotation - 15-4.0
Correlacién de Patterson 10 10-3.0
Bisqueda de Traslacion - 10-3.0
Afinamiento de cuerpo rigido 20 10-3.0 Mejor Solucidn Monitor 0.65
2 Minimizacién Rigida 30 50-2.40 0.38 0.38 0.37 0.37
3 Minimizacion Rigida 30 50-2.40 0.36 0.37 0.36 0.37
(con ligantes)
4 Recocido (T= 1200 C) -- 50-1.80 0.34 0.34 0.30 0.32
5 Afinamiento de B 40 50-1.80 0.30 0.32 0.29 0.31
6 Minimizacién 60 50-1.79 0.29 0.31 0.29 0.31
7 Mapa 2fo-fc, Ajuste manual de todos los residuos. .
8 Minim;z-acién 100 6-1.75 0.28 0.30 - 0.27 0.29
9 Afinamiento de B 40 6-1.75 0.27 0.29 0.27 0.29
10 Minimizacién(con"bulk solvent 35 50-1.75 0.26 0.27 0.26 0.27
correction")
11 Afinamiento de Q para ligandos: SO4, activador alostérico y trehalosa.
12 Bisqueda de moléculas de agua en -- 50-1.75 0.26 628__ 0.21 - 054 -
mapas de diferencias fo-fc
13 Mapas 2fo-fc & fo-fc Ajuste manual de todos los residuos y aguas. _ _
14 ‘ Minimizacién 200 50-1.75 0.217 0.233 0.210 0.234
15 Alfinamicnto de B 40 6-1.75 0.211 0.234 0.207 0.230
16 Adicion de conformaciones alternas
17 Minimizacién 50 50-1.75 0.208 0.227 0.208 0.227
18 Afinamicnto de B 40 50-1.75 0.208 0.227 0.206 1.226
Adicién del Iiganu; en- ‘e-l-silio activo: inhil;i;); n;oi'ﬁ-;;e_t_itivo. -
Mapas promedio de densidad electrénica 2fo-fc y fo-fc.
19 Mapas de omision (annealed omit map) con regiones esféricas omitidas de la cavidad catalitica.
20 Minimizaron 25 30175 0.204 0.226 0200 0223
21 Afinamiento de B 30 30-1.75 0.200 0.223 0.1937 02179
22 Minimizaron 25 20-1.75 0.1937 0.2179 0.1929 0.2169

Modelado computacional de la GlcN6P desaminasa IL. El modelo estructural de la GIcN6P

desaminasa humana II (Gnp2) fue construido usando como templado el modelo cristalogréfico de la
GIcN6P desaminasa humana I (Gnpl). La identidad entre ambas secuencias peptidicas es de 86.9 %.
Los cédlculos de minimizacién de energia y de dindmica molecular se hicieron empleando el programa
Insight Il y tres de sus médulos: Homology, Biopolimer y Discover [56]. La simulacion se hizo con la
molécula del inhibidor competitivo (el andlogo del estado de transicién) en la cavidad catalitica con 19
moléculas de agua cristalogrificas y adicionalmente se incorporo una capa de 5 A de espesor con

moléculas de agua en torno al modelo inicial. Se calcularon 12,000 iteraciones de minimizacién y
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20,000 iteraciones de dinamica de 1 fs a 300 °K. El andlisis estructural del modelo se hizo con el

programa grafico "O" [52].

Biusqueda de secuencias homologas a la GlcN6P desaminasa. La bisqueda de secuencias se
realiz6 con los programas BLAST [57] en las bases de datos del Gene Bank del NIH [58],los bancos
de secuencia de EST (expressed sequence tags) del NIH [59], del genoma humano [60] (sitio de red:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/GenbankSearch.html) y los bancos de secuencia de cDNA de
RIKEN Mouse Gene Encyclopaedia Project [44] (http://genome.gsc.riken.go.jp/). También fueron
realizadas bisquedas en las bases de datos del “Institute for Genomic Research” (ittp://www.tigr.org).
El programa empleado fue tBLASTn el cual compara la secuencia de la proteina de interés contra el
banco de datos de secuencias de DNA traducida en los 6 marcos de lectura posibles. La busqueda
inicial se realizé con la secuencia de aminodcidos de la GIcN6P desaminasa de E. coli. Se realizé otra
bisqueda con la secuencia peptidica elegida de la estructura tridimensional de la GIcN6P desaminasa

humana I, la cual coincide con la deducida a partir de su secuencia nucleotidica[43].

Andlisis de firmas de secuencia del extremo C-terminal. La secuencia de aminodcidos del
fragmento 271 al 289 de la GIcN6P desaminasa humana I y del 271 al 276 de la GIcN6P desaminasa
humana II fueron analizados con el programa PROSCAN [61]. Este programa estd disponible a través
de la red en el servidor de biologia molecular ExXPASy (Expert Protein Analysis System) del Swiss
Institute of Bioinformatics (http://us.expasy.org/). Se usé el banco de datos de familias de proteinas y
dominios PROSITE (http://us.expasy.org/prosite/). El fragmento de aminoacidos de la secuencia de
GIcN6P desaminasa humana de 289 residuos usado para el andlisis de secuencia fue:
SIKEKETEKSQSSKKPYSD . Para la secuencia de 276 residuos se empleo el fragmento equivalente :
SMKDGN.

Andlisis comparativo de la familia de la GIcN6P desaminasa. Para realizar el andlisis
comparativo de las secuencias de aminoacidos de la familia de la GIcN6P desaminasa se realizé un
alineamiento miltiple con el programa Clustalw version 1.82 [62]. Posteriormente el alineamiento fue
corregido y optimizado manualmente con el programa SEQLAB de Wisconsin package [63]. A partir
del alineamiento optimizado se realizé otro donde fueron recortados los extremos N y C-terminales de
las secuencias, para obtener mejores resultados en el estudio comparativo (entre los residuos 36 y 240).

El estudio se realizé con el paquete de programas Phylip versién 3.5¢ [64]. El acortamiento de los
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extremos es debido a que éstos presentan variabilidad y sélo se emplearon las regiones mds
conservadas que se localizan en la regién de aminoacidos de 36 al 240, entre la hebra} B y la hebra f3
G. Se empled el método de méaxima parsimonia para establecer la posible relacién de parentesco entre
las secuencias de aminodcidos.

Adicionalmente, se realizé un andlisis de traza evolutiva con el programa TraceSuitll donde se
empled el alineamiento sin recortar los extremos C y N terminal [65,66]. Utilizando este programa se
realizaron dos andlisis, con diferente niimero de secuencias incluidas: el primero incluyé las secuencias
peptidicas del grupo de la enzima Glucosamina 6-fosfato desaminasa y el segundo las secuencias
peptidicas tanto del grupo de la Glucosamina 6-fosfato desaminasa como el grupo de la Galactosamina
6-fosfato desaminasa. Esta clase de estudio se basa en la extraccién de los residuos funcionales del
patron de conservacién de un alineamiento de secuencias homdélogas. Posteriormente, estos residuos
seleccionados son identificados sobre la estructura del representante tridimensional del grupo
estudiado: en este caso se emple6 la GlcN6P desaminasa de E. coli (c6digo PDB 1DEA). El programa
clasifica segin un arbol filogenético, construido por el método de Fitch-Margoliash, un nimero de
particiones seleccionadas para las que se van a extraer los residuos del andlisis. En éste andlisis se

emplearon 5 particiones.
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""Verba movent, exempla trahunt"

Resultados

Primera parte: Estructura cristalografica de la GIcN6P desaminasa 1.

Difraccion, determinacion y afinamiento. La GIcN6P desaminasa I humana recombinante
(producto del gen gnpl) fue cristalizada en presencia de sulfato de amonio, el activador alostérico (N-
acetil glucosamina 6-fosfato), y el andlogo del estado de transicién (inhibidor competitivo: 2-deoxy 2-
aminoglucitol 6-fosfato). La congelacion del cristal de la proteina a -180° centigrados previo a la
irradiacién con rayos X y el empleo de técnicas de crioproteccion, con trehalosa al 35%, permiti6
obtener datos de difraccién a 1.75 A de resolucién, a una longitud de onda de 0.78 A. Con la
integracion de los datos se obtuvo el grupo espacial P2,2,2, con los siguientes pardmetros de celda:
a=109.87A b=110.89A, c=180.88A, a=P=y=90°. El conjunto de datos presenté 94% de integridad
(tabla 4). La estructura fue resuelta por reemplazo molecular, usando como templete la cadena de la
GIcN6P desaminasa de E. coli [21].

Tabla 4.- Estadistica del afinamiento cristalogréfico.

R Final 0.193(0.223)*
Riree 0.217(0.245)* (10% de las Reflexiones tnicas)
Desviacion RMS de los valores ideales -

Longitud de enlaces - 0.005 A :

Angulos de enlaces 1.4 grados

Angulos Dihedrales 23.1 grados

Angulos impropios 0.85 grados

_ Error estimado de las coordenadas

ESD de la gréfica de Luzzati 0.19A

ESD de SIGMA A 0.13A

Moléculas de Agua 2194

* Entre paréntesis se indica el valor en el iltimo rango de alta resolucién (1.75-1.86 f\).

La cantidad de reflexiones tnicas es estadisticamente satisfactoria para poder procesar la unidad
asimétrica completa y afinar los factores de temperatura de cada uno de los dtomos de forma
independiente. La unidad asimétrica contiene un homohexdmero con subunidades de 289 residuos.
Cada una de las subunidades monoméricas contiene un andlogo del estado de transicién y un sulfato
inorgdnico en el sitio activo con ocupacién parcial de 0.70 y 0.30 respectivamente. En la cavidad
alostérica se encontré la molécula del activador, y en una posicién cercana, una molécula de trehalosa

por monémero unida a la Phe27 y la Lys33 con ocupacién parcial de 0.71. También, durante el
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afinamiento, se encontrd un sulfato adicional en una region de contactos entre los hexameros vecinos
de la red cristalina. El modelo final se logré afinar hasta obtener un R=0.19 y un Rfree=0.21 (ver
apéndice 2).

El hexamero de la GIcN6P desaminasa I humana. La unidad asimétrica (u.a.) del cristal de la
GlcN6P desaminasa humana corresponde a la unidad biologica funcional (figura 6), un hexdmero de 6

subunidades idénticas en nimero y tipo de aminodcidos (con 289 cada subunidad).

Figura 6 .-El Hexamero de la GleN6p humana 1. En "A" se observa el hexamero desde el eje de
simetria de orden tres. Sobre este eje se unen dos trimeros. En primer plano se ve un trimero y
debajo de este se localiza otro. En amarillo se ve un monomero del trimero en primer plano. En
"B" se observa al hexamero desde una vista cercana al eje de simetria dos, cada flecha indica la
posicion de un trimero. El trimero superior presenta un monomero en amarillo. En "C"y "D" se
observa al hexamero en las mismas vistas que en "A" y "B" pero cada monomero presenta un

color diferente. En "E" se explica por donde pasan los ejes de simetria de la molécula. En 1

vista desde el eje de simetria de orden tres y la disposicion de cada monomeroa 120° . En 2 el
¢je de simetria tres desde una vista cercana al eje de simetria dos. Un trimero en amarillo y otro
en azul. En 3 se observa la disposicion de los monomeros del dimero entorno al eje de simetria
de orden dos.
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El hexdmero estd formado, como en la enzima de E. coli, con las subunidades organizadas en
ejes de simetria de orden tres y de orden dos. El primero y mds notorio, es un eje de simetria de orden
tres, en el cual la molécula se organiza en dos grupos de tres subunidades o trimeros. El otro eje de
simetria es de orden dos, y estd formado por dos subunidades a 180 grados una de la otra formando un
dimero. Cada una de las subunidades del dimero pertenece ademds a trimeros diferentes. El hexamero
presenta 3 ejes de simetria de orden dos y cada eje de simetria estd a 120 grados uno del otro,

perpendiculares al eje de simetria de orden tres. Esto se conoce como simetria 3-2.

Descripcion del plegamiento de la GlcN6P desaminasa. El plegamiento estd formado por una
capa 3 central de 7 hebras paralelas rodeada por 9 hélices o y una hélice 3o, asi como una capa 3
secundaria antiparalela de 3 hebras (figura 7). Es importante mencionar que tres de las hélices o
presentan terminaciones en hélices 3o (las hélices 3, 5 y 9) y la hélice o 7 presenta una pequeiia hélice
310 al inicio de la misma. También se presenta una vuelta de hélice 3;p en medio de la asa ubicada entre
la hebra B G y la hélice o 8. La topologia de la GIcN6P desaminasa humana, igual que su homéloga de
E. coli, es similar a los dominios de unién a NAD* (figura 8). El dominio de unién a NAD* esta
conformado por dos motivos de tipo Rossmann (o motivos de unién a mononucleétido) formando una
sola capa B de hebras paralelas rodeada por hélices o.

El dominio de unién a NAD" se caracteriza por unir dinucleétidos, principalmente los cofactores
NADP y NAD, mediante una asa ubicada entre la primer hebra B y la primer hélice del motivo
estructural [21]. La mencionada asa puede establecer puentes de hidrégeno entre la proteina y el
dinucleétido mediante uno de los fosfatos que unen ambos nucleétidos. El asa, ademds, presenta una
firma distintiva, a la cual se adiciona un residuo 4cido en el extremo C-terminal de la segunda hebraf,
que lleva a cabo la funcién de establecer un puente de hidrégeno con uno de los azicares del cofactor.
La GIcN6P desaminasa presenta un asa de ligadura para el fosfato del substrato andloga al asa
observada en los plegamientos de Rossmann, que también se localiza entre una hebra 3 (hebra B B) y
una hélice o (hélice a 2). Asimismo tiene un residuo 4cido en el extremo C-terminal de la hebra
siguiente (entre las hebras B C y A') y que en este caso su funcién es la de llevar a cabo la reaccién

catalitica en lugar de participar en un puente de hidrégeno con el hidroxilo.
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Bl AsAS DE UNION AL FOSFATO

Figura 7.- Topologia de la GlcN6P desaminasa humana I, la diferencia respecto a E. coli es el
extremo C-terminal. Tres diferentes vistas de la unidad monomérica con el andlogo del estado de

transicion en el sitio activo del monomero A (con el simbolo ° en color azul) y dos activadores

alostéricos (con asteriscos en color verde).
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Tapa delSitio Activo
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Primer plegamiento de Rossmann

B Segundo plegamiento de Rossmann

o Asa de ligadura del fostato

— Punios donde se insertan regiones funcionales
en la GleNEP desaminasa

Figura 8.- Topologia de un plegamiento de unién a dinucleotidos con dos
motivos de tipo Rossmann (gris claro y obscuro). En flechas se senialan

donde se insertan las regiones funcionales de la GIcN6P desaminasa.

En una comparacién entre topologias de la GIcN6P desaminasa I humana y la familia del
plegamiento de unién a mononucleétido, estas muestran un arreglo topoldgico similar de la capaf3
central [22]. Sin embargo, en la GIcN6P desaminasa se observan inserciones en los extremos N- y C-
terminales asi como en otros puntos del plegamiento Rossmann que coinciden con regiones
funcionales. Las inserciones comprenden la regién correspondiente al asa catalitica, la tapa del sitio
activo (regiones continuas del 137 al 187), la modificacién sobre la hebra del dcido catalitico donde la
hebra se extiende y divide en dos (hebras C y A") dejando al Asp72 entre ambas y finalmente una
insercién delante de la hélice @ 7 de una hélice 3y, relacionada con la oligomerizacién del hexdmero

(motivo estructural de trimerizacién del 208 al 232).
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El extremo C-terminal. El modelo final de la estructura tridimensional de la GIcN6P
desaminasa humana revela el mismo plegamiento y el mismo arreglo cuaternario que se ha observado
en la enzima homéloga de E. coli. Sin embargo, en una sobreposicion estructural de la GlcN6P
desaminasa I humana con la de E. coli, se observan diferencias significativas hacia el extremo C-
terminal, a partir del aminodcido Leu258 (figura 9). En ésta zona la cadena principal de la enzima
humana se desvia tomando otra direccién. Mientras que la enzima de E. coli forma una corta hélice y
una pequefia asa o rulo en el extremo C-terminal que se desplaza separdndose de la enzima, la GIcN6P

desaminasa I humana forma una hélice en otra direccion y mds larga (hélice 9 de los aminodcidos 258 a

266) que mantiene contactos hidrofébicos con residuos de la hebra B A y la hélice o 1.

ubunidad A
~ 1SubunidadesBalaF
B Hexamero vecino

ACT B

A I;‘ __ Hexamero vecino

Glu274

Lys273
Ser271 - Cis ProZ68

(

D
Figura 9.- El extremo C-terminal de la GIcN6P desaminasa humana I presenta 289 residuos pero solo
son visibles hasta el 274 en 5 de los mondmeros. La subunidad A presenta 281 residuos con densidad
electronica visibles debido a un contacto cristalogrdfico (figura A). En la figura A se observan los
contactos hidrofébicos de la hélice nueva con residuos color magenta. Los contactos polares estdn
representados por lineas punteadas. La Ser271 es un sitio hipotético de fosforilacion por cinasa C.
Este residuo presenta un puente de hidrégeno con el Asp60. El Asp60 podria promover un cambio
conformacional de la proteina dirigido al sitio activo cuando la Ser271 estuviese fosforilada. En la

figura B se observa la diferencia entre el monémero A y el B.
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La nueva hélice o 9 finaliza en su extremo C-terminal en una vuelta de hélice 3,, (aminodcidos
263 a 266). A continuacién de la hélice 9 se aprecia la densidad electrénica de una asa o rulo
(aminodcidos 267-274) que se extiende manteniendo contactos con la hélice o 1 en direccién al asa
localizada en el extremo C-terminal de la hélice o 2. Con esta asa el C-terminal de la enzima presenta
los tiltimos contactos con el plegamiento hasta el aminodcido Lys273. La GlcN6P desaminasa humana
tiene 289 aminodcidos por monémero; sin embargo, en 5 de los monémeros (de la subunidad "B" a la
"E") la densidad electrénica es continua hasta el aminodcido 274, mientras que los residuos del 275 al
289 estdn desordenados. Excepcionalmente en el monémero "A" se observa la densidad electronica
hasta el aminodcido 281 debido a que existe un contacto cristalografico entre hexdmeros vecinos de la
red cristalina. Los aa del 282 al 289 estdn totalmente desordenados. Es interesante notar que en la

posicion 268 de cada monémero se observa un aminodcido poco comin: una cis-prolina.

Sitio alostérico de la GlcN6P humana. La GIcN6P desaminasa humana presenta 6 sitios de
ligadura, uno por monémero, para el activador alostérico N-Acetil Glucosamina 6-fosfato. Como en la
GIcN6P desaminasa de E. coli, los sitios alostéricos se forman en una cavidad o hendidura ubicada en
la interfaz de dos monémeros que pertenecen al mismo trimero. Asi se localizan tres sitios alostéricos
por trimero.

Del activador se observa una densidad electrénica continua y bien definida en cada uno de los
sitios alostéricos, el cual se une a la proteina por medio de una numerosa red de puentes de hidrégeno
(figura 10). La principal red de puentes de hidrégeno se forma entre los dtomos de la proteina (cadena
principal y algunas cadenas laterales) que forman la cavidad y los dtomos del activador alostérico.
Estas interacciones estdn formadas mayoritariamente por el extremo C-terminal del asa catalitica (del
residuol35 al 157) y la hebra § B' (del residuo 158 al 161). Ambas estructuras secundarias forman una
de las superficies de la cavidad alostérica que contactan al activador. Esta superficie pertenece a una de
las dos subunidades que forman la cavidad y se localiza justo por detras del sitio activo. La hebra} B’
ademds forma parte de la capa B antiparalela y es una de las hebras que soportan la tapa del sitio activo
(del residuo 158 al 187).

La otra subunidad proporciona sélo dos interacciones y una de ellas es directamente con el N-
terminal que se encarga de unir el fosfato del activador (figura 10). El otro residuo es la His262 que
contacta con el O1 del activador por medio del NE2 de la cadena lateral. Este residuo no estd presente
en la enzima de E. coli y es un nuevo ligante del activador alostérico para ésta enzima y que no se

habia observado antes. Sin embargo, en la enzima de E. coli se observa a una molécula de agua
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contactando al O1 del activador y que ademads presenta también un puente de hidrégeno con el Glu259.
Estas interacciones diferentes, pero con la misma finalidad de enlazar al activador alostérico, muestran

que las moléculas de agua también pueden formar parte de la region de unién a ligandos.

Activador y sus contactos D
(esquema general)
Distancias a menos de 3.35 A

; T 1
vaogy :
LR
| . g2 ; Cadena. principal {5 cadana dal monomero B
i . : . @ cadera lataval gy
2 mlg‘z i r ® Aas contacta Polar
camess Otros Contactes 00 tontactoe hdvefobico

Figura 10.- A) y B) Densidades electronicas de los activadores alostéricos en la subunidades A y B.
C) Contactos del activador alostérico en la subunidad A. D) Esquema de los contactos del activador

alostérico en las subunidades A y B a menos de 3.35 A de distancia.
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El activador alostérico presenta numerosas interacciones adicionales con la proteina mediante
moléculas de agua. De estas, al menos ocho son importantes para unir el activador con la proteina
formando una red de puentes de hidrégeno. Un andlisis comparativo entre las estructuras de mds alta
resolucion de la enzima bacteriana (cédigo PDB 1FSS5, 1FRZ y una estructura no depositada a 1.73 A
de resolucién) y la enzima humana muestra que existen al menos 20 moléculas de agua conservadas
entre ambas estructuras en torno al activador y la vecindad de la cavidad alostérica. La Tyr254 en la
Glcn6P desaminasa de E. coli se propone como un "switch" de la transicion alostérica [14] y se
encuentra conservado en la enzima humana. El mecanismo de interruptor funciona cuando la Tyr254
establece un puente de hidrégeno con el oxigeno de cadena principal de la Thr161 del otro monémero
y una molécula de agua que contacta con el activador alostérico. Esta interaccion se establece cuando
la enzima realiza la transicion alostérica y se forma el conférmero R, funcionando como un interruptor
en la estabilizacion de este ultimo. Es interesante mencionar que las interacciones de la Tyr254 con la

Th161 como con la molécula de agua se conservan respecto a la enzima bacteriana.

El sitio activo. La GIcN6P desaminasa humana presenta todos los residuos cataliticos del sitio
activo conservados respecto a la enzima de E. coli (figura 11). Los residuos Aspl141, His143 y Glu148
que pertenecen al asa catalitica (del residuo 135 al 157) estdn conservados, y forman parte del
mecanismo catalitico que rompe el anillo de piranosa de la glucosamina-6 fosfato produciendo la
forma abierta. El residuo Asp 72 que realiza la desaminacién sobre el substrato abierto esta conservado
también. Estos aminoécidos se encuentran en conformaciones similares a las observadas en la enzima
de E. coli, sin embargo, el Aspl41, la Hisl143 y el Glul48 tienen diferencias en sus conformaciones
que podrian ser significativas para el mecanismo de reaccion.

La His143 de la GIcN6P desaminasa I humana presenta una desviacion del anillo de imidazol
de aproximadamente 45° respecto a la enzima de E. coli, sin embargo, las posiciones de los Nel de la
His son muy similares. El 88% de los aminoacidos que forman la primera capa de la superficie de la
cavidad catalitica estan conservados. Unicamente los residuos Vall35, Ile138 y Pro140 son diferentes
respecto a la enzima bacteriana pero sus cadenas laterales estdn a 180° de la cavidad catalitica, es decir
la cadena principal es la encargada de contribuir a la superficie del sitio activo. Otro residuo cambiado
es la Ser43 que en la enzima de E. coli es Gly. La Ser43 estd ubicada en el asa de ligadura del fosfato y
presenta en algunos de los monémeros dobles conformaciones de la cadena lateral. Las interacciones
de la Ser43 son importantes ya que se observa que mantiene puentes de hidrégeno con la cadena lateral

de la Argl72 (perteneciente a la tapa del sitio activo) y con el fosfato del inhibidor.
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La Ser43 es la tinica posicién que podria afectar el mecanismo catalitico de la GIcN6P
desaminasa humana respecto a la GIcN6P desaminasa de E. coli. Es probable que la Ser43 promueva el
desplazamiento del asa de ligadura del fosfato y de la tapa del sitio activo respecto a las posiciones
observadas en la enzima de E. coli, debido a las interacciones con la Argl72 y con el fosfato del

inhibidor. Este desplazamiento darfa como resultado que la cavidad catalitica sea grande que la

observada en la enzima bacteriana.

Pro45

IcN6P desaminasa Humana
| GIcN6P desaminasa E. coli

x Inhibidor

Figura 11.-Sitio activo de la GIcN6P desaminasa 1

humana comparado con el de la enzima de E. coli.

La GIcN6P desaminasa humana presenta el sitio activo ocupado con dos moléculas, un SOy y el
inhibidor competitivo (2-deoxi 2-aminoglusitol 6-fosfato). Ambos estdn presentes en la cavidad con
ocupacion parcial. El SO4 y el POy4 del inhibidor ocupan la misma posicién junto al asa de ligadura del
fosfato y con una densidad electrénica bien definida. Sin embargo, la densidad electrénica de la
molécula del inhibidor es pobre y en la mayor parte de los monémeros se observa falta de densidad

electrénica para esta molécula. La molécula presenta una ruptura de la densidad electrénica en la

mayoria de los casos entre la posicién del PO, y el C5. Finalmente los dtomos C1, C2, C3, Ol y N2
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presentan un alto grado de desorden (densidad electrénica débil) y en algunos casos desorden total
(falta de densidad electrénica). Sabemos que la molécula del inhibidor se encuentra presente ya que su
adicion al afinamiento cristalografico permitié un descenso en los valores de monitores, R y Rfree,
(ver las etapas 18 a la 22 en tabla 3). Adicionalmente, el Asp72 presenta dos picos de alta intensidad a
distancias de puentes de hidrégeno de los dtomos OD1 y OD2 correspondientes a dos moléculas de

agua.

El posible canal de entrada del amonio. La red de puentes de hidrégeno, formada por las

moléculas de agua dentro del sitio activo, nos permitié localizar el canal de entrada y salida del NH;*,
una entrada adicional al sitio activo que también ha sido observada en la enzima de E. coli. El canal

estd formado por residuos de la tapa del sitio activo (del Asnl170 a la Phel74), del asa de ligadura del
fosfato (de la Thr41 a la Ser43), residuos procedentes de las hebra B A' (la Tyr74) y residuos de la
hélice o 3 (de la Phe83 al Glu88). Esta regién presenta 5 anillos aromaticos (la Tyr74, la Tyr85, la

Phe88, la Phel73 y la Phel74) en un agrupamiento semi-circular que forma el centro del canal de
amonio. Estos cinco residuos estdn bien conservados en las secuencias de GIcN6P desaminasas
hipotéticas con algunas variaciones de Phe a Tyr. El resto de los residuos que forman el canal y que
rodean este semi-anillo de residuos aromaticos resultan ser de caracteristicas hidrofilicas (figura 12).
La mayor parte de los residuos hidrofilicos (incluyendo la Tyr74 y la Tyr85) presentan contactos de
puentes de hidrégeno con las moléculas de agua que se encuentran localizadas dentro de este canal. En
la GIcN6P desaminasa humana las moléculas de agua dentro del canal del amonio presentan una red de
puentes de hidrégeno similar para la mayoria de los canales de cada monémero. Se pueden localizar al
menos de 4 a 5 moléculas de agua por monémero al centro de los canales. Estas moléculas de agua son
estructurales y probablemente funcionales ya que se localizan en una zona de probable trdnsito de uno
de los substratos (el amonio).

Recordemos que la proteina GlcN6P desaminasa humana fue cristalizada en un ambiente con
alta concentracion de (NH;),S0; (concentracién final en la gota D1 de 1.68 M). Las densidades
electrénicas de una molécula de agua y una molécula de amonio no se pueden diferenciar, dado que
presentan el mismo nimero de electrones. Por lo que no hay modo de saber si son moléculas de agua
y/o iones de amonio, aunque las observaciones realizadas en la enzima homéloga de E. coli, donde la
proteina fue cristalizada en conformacién R en un medio sin amonio, también aparecen moléculas de
agua en el canal. Si bien estdn organizadas en una red de puentes de hidrégeno similar, no es idéntica

respecto a la enzima humana, ya que nunca aparecen 5 moléculas de agua simultdneamente.
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Figura 12.- Posible canal de entrada del amonio. A) Se observan en color verde los residuos

hidrofilicos que forman el posible canal de entrada del amonio. En otros colores y con sus nombres
respectivos los residuos aromdticos del canal. La molécula del inhibidor estd en esferas de color azul
claro, en rojo los oxigenos y en azul obscuro el nitrégeno de la amina (marcado con una N) , el cual
se observa al fondo del canal. B) Se observa la cavidad catalitica sin la tapa del sitio activo (en
violeta). El niimero 1 marca la entrada a la cavidad catalitica de la fructosa-6-fosfato. El niimero 2 la
entrada del amonio. En naranja claro el asa catalitica que contiene al residuo His143. En blanco estd

el resto de la proteina.

Sin embargo, la estructura de mds alta resolucion de la GIcN6P desaminasa de E. coli es un
complejo con metil amonio en conformacién R (trabajo realizado por Enrique Rudifo-Pifiera en
nuestro laboratorio) donde se puede apreciar que este compuesto se encuentra unido en tres sitios: dos
en la cavidad catalitica y otro fuera justo a la entrada del canal del amonio unido al residuo Glu83. En
este caso aparece una red de puentes de hidrégeno muy similar a la observada en el monémero C de la
enzima humana y con un anillo doble de moléculas de agua en el que uno de los oxigenos de la cadena

lateral del Glu83 forma parte de uno de los anillos. Las moléculas de amonio dentro de la cavidad
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catalitica estdn localizadas a 3 A una de la otra y estdn unidas a cadenas laterales diferentes. El primer
amonio estd unido por un puente de hidrégeno a un oxigeno de la cadena lateral del residuo catalitico
Asp72 a 2.8 A y el otro estd unido por un puente de hidrégeno a 2.77 A del oxigeno de la cadena
lateral de la Tyr85. La enzima humana presenta una molécula de agua en una posicion cercana al
primer amonio con un puente de hidrégeno entre 2.55 y 2.8 A de los OD1 y OD2 del Asp72. El
segundo amonio no tiene un equivalente cercano pero la enzima humana presenta otra molécula de

agua que contacta el oxigeno de la Tyr85 a 2.8 A desde otro 4ngulo.

La GIcN6P desaminasa humana tiene 6 monémeros con diferencias conformacionales en
la tapa del sitio activo. Dado que el afinamiento cristalografico se realizé con las seis subunidades
(todo el hexdmero) es posible comparar cada una de ellas por separado. Ademds, si las seis
subunidades pertenecen a la unidad asimétrica es probable que haya diferencias entre las

conformaciones de los residuos y/o asas de las subunidades. La sobreposicién estructural de la traza de

Cao entre los seis monémeros de la GIcN6P desaminasa humana generé 15 combinaciones diferentes y
fue realizada para determinar si existian diferencias conformacionales entre los mondémeros. Se
encontré que el RMSD de los monémeros no es igual y que varia entre 0.19 y 0.29 A para subunidades
del mismo tipo. Las sobreposiciones se realizaron con un integrador a 3.0 Ay todas las
sobreposiciones tuvieron 274 dtomos de Co incluidos (figura 13). Los valores de RMSD al ser
distintos revelan la existencia de diferencias conformacionales entre los monémeros.

Un integrador mas bajo (0.6 A) confirma que existen diferencias conformacionales entre los

monomeros al excluir en la sobreposicion a los dtomos de Co correspondientes a las asas que rodean a
la cavidad catalitica, incluyendo la tapa del sitio activo (del residuo 158 al 187). El valor de RMSD
para las sobreposiciones varia entre 0.14 A y 0.189 A demostrando que las regiones incluidas dentro de
la sobreposicioén son conformaciones indistinguibles una de otra debido que estdn por debajo del error
experimental de las coordenadas (valor de la grafica de Luzzati: 0.19 A).

A diferencia de la enzima de E. coli, donde la tapa del sitio activo presenta una sola
conformacién, en la GlcN6P desaminasa humana se presentan diferencias conformacionales ain en
presencia de los ligandos en el sitio activo (SOs e inhibidor). Entre los dos monémeros de la enzima
humana cuyas tapas presentan mayores diferencias conformacionales se pueden observar distancias de
hasta 1.7 A entre sus dtomos de Cot. La regién de la tapa en la cual se puede apreciar que hay mayores
diferencias conformacionales entre las 6 tapas es entre los residuos 171 y 180. Dadas estas

comparaciones podemos decir que la GIcN6P desaminasa presenta variaciones en la conformacion
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catalitica o en la conformacién cerrada del motivo estructural del sitio activo.
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Figura 13.- Diferencias conformacionales entre las distintas tapas del sitio activo observadas

entre monomeros diferentes de la GlcN6P desaminasa humana. En A se muestran las comparaciones

de las diferentes tapas del sitio activo y el asa de ligadura del fosfato. Adicionalmente se observa

también el andlogo del estado de transicion unido a la cavidad catalitica. En B se muestran los

valores de RMSD de los alineamientos estructurales entre los diferentes monomeros. En C se

muestran los valores B de las distintas tapas del sitio activo asociados a diferentes conformaciones.
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Comparaciones estructurales entre las GIcN6P desaminasa I humana y E. coli.
Hexameros. De las comparaciones realizadas entre las estructuras de GlcN6P desaminasa I humana y

la de E. coli se observan un RMSD de 1.15 A usando un integrador de 3.8 A (tabla 5). Cada mon6émero

queda incluido en el alineamiento con 260 dtomos de Cot sumando un total de 1560 dtomos para todo
el hexdmero. Las regiones de trimerizacion y dimerizacién se observan sobrepuestas entre hexameros
(figura 14). Sin embargo, se observa una desviacién general de los hexdmeros de la GlcN6P
desaminasa humana respecto a la enzima bacteriana sobre los ejes de simetria tres y dos de
aproximadamente 1.5°. Las diferencias son mds evidentes sobre las regiones mds alejadas del centro
del hexdmero. Las diferencias en el ensamble de ambos hexdmeros parecen estar promovidas por una
desviacion general de la region de hexamerizacién. Esto provoca que la regiéon de hexamerizacion esté
orientada de forma diferente en los monémeros de ambas especies. La diferencia es dificil de medir en
el alineamiento estructural de los hexdmeros, sin embargo, se puede cuantificar con facilidad haciendo
un alineamiento entre mondémeros. Las diferencias entre ambos monémeros quedan fuera de la

sobreposicion.

Tabla 5.- Sobreposicion estructural entre hexdmeros de la GIcN6P desaminasa I
humana y de E. coli.

Moléculas RMSD  No. de residuos Complejo cristalizado en la enzima de E. coli
comparadas considerados
Sitio Activo Sitio Alostérico
DEA vs D9T 1.153 1560 PO, PO,
HOR vs D9T 1.155 1560 Inhibidor PO,
HOT vs D9T 1.139 1560 PO, Activador

Para las sobreposiciones se uso un integrador a 3.8 A de distancia entre

dtomos de Co..
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Figura 14.-A) Comparacion entre hexdmeros y mondmeros de la GlcN6P desaminasa I humana y E.
coli. En 1) se aprecia la sobreposicion estructural desde el eje de simetria tres. En azul claro 'y en
amarillo las hélices oo 7 y 3,0 del motivo estructural de trimerizacion. Este motivo estructural
promueve una desviacion de los monémeros en direccion de la flechas marcadas tanto en 1) como en
2). En 2) se aprecia la sobreposicion estructural desde el eje de simetria dos. B) Sobreposicion
estructural entre monémeros de IHOT y INE7 a tres integradores diferentes. Los tres colores juntos
(verde, blanco y rojo) representan la sobreposicion a 0.8 A. Los colores blanco y rojo representan la
sobreposicion a 0.6 A. El color rojo representa la sobreposicién a 0.3 A. Las regiones sobrepuestas a
este ultimo integrador son las hebras A', B', C', B, E, F, parcialmente la hebra C y las regiones 84 a

89y 145 a 158.
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Monoémeros. Los valores para el RMSD entre la subunidad de E. coli (cédigo pdb 1HOT) y las

seis subunidades de la GIcN6P desaminasa 1 humana estdn entre 0.57 y 0.68 A, usando un integrador

de 3.8 A que incluye dtomos 260 Co de un total de 266. Las observaciones grificas de las
sobreposiciones ubican las diferencias principalmente alrededor del sitio activo, la tapa, asa de ligadura
del fosfato, asa cercanas, la hélice o 7 de la regién de trimerizacion y el extremo C-teminal.

Para cuantificar las diferencias entre los plegamientos y para localizar las regiones de maxima
conservacion estructural, se analizaron 2 alineamientos con diferentes integradores (0.6 y 0.3 A. Figura
14). Las sobreposiciones fueron realizados entre el mondémero A de la GIcN6P desaminasa I y las
subunidades B de la enzima bacteriana de las estructuras reportadas con cédigo PDB 1DEA, 1HOR,
IHOT y 1FS5 (tabla 6). Los alineamientos con integrador de 0.6 A, arrojaron un RMSD de 0.333,

0.318, 0.338 y 0.350 A con 153, 149, 162 y 124 Cot considerados respectivamente en el orden de los

cédigos PDB mencionados.

Tabla 6.- Sobreposicion estructural entre los monémeros de la GIcN6P desaminasa |
humana y de E. coli.

Moléculas RMSD Integrador No. dtomos de  Porcentaje del ~ Complejo cristalizado en la
comparadas en A Carbonos o plegamiento enzima de E. coli
considerados Sitio Activo Sitio Alostérico
DEA vs INE7  0.333 0.60 153 58.84 PO, PO,
HOR vs INE7  0.318 0.60 149 57.30 Inhibidor PO,
HOT vs INE7  0.338 0.60 162 62.30 PO, Activador
DEA vs INE7  0.198 0.30 61 23.46 PO; PO,
HOR vs INE7  0.180 0.30 47 18.07 Inhibidor PO,
HOT vs INE7 0.186 0.30 33 20.38 PO, Activador

De las 4 estructuras de la GIcN6P desaminasa de E. coli sobrepuestas con la GIcN6P

desaminasa I humana las regiones que no se sobreponen son 4: la primera es la hélicea 1 asi como el
asa que la precede y el asa que continua a la hélice (residuos 5 al 33); la segunda es la tapa del sitio
activo entre el residuo 164 y 183; la tercera corresponde a la regién de hexamerizacién, en las hélices o
7y 310 del eje de simetria 3 y al asa 241 a 250 del eje de simetria dos. La cuarta y tltima regién
corresponde al extremo C-terminal a partir del residuo 258. Las diferencias observadas de la regién de

hexamerizacion se relacionan con la desviacion de 1.5 grados observada en la sobreposicion de
hexameros. Existe una orientacion distinta del motivo estructural del cual forman parte las hélicesa. 7

y 310, asi como en el asa de dimerizacién de la GIcN6P desaminasa humana respecto a la enzima de E.

coli.
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Las sobreposiciones realizadas con un integrador de 0.3 A recalcularon los valores para RMSD
a 0.198, 0.180, 0.186, 0.169 A y con 61, 47, 53 y 44 dtomos de Co. incluidos. En estas se sobreponen
las regiones estructurales mas conservadas las cuales son una parte de la cavidad catalitica y una parte
de la region de control alostérico de la enzima localizada en el asa catalitica (figura 14). De la cavidad
catalitica se conservan la capa 3 antiparalela (las hebras B A', C', y B'), las hebras § B, C, E, y F de la
capa [ central (la unién entre plegamientos de Rossmann) y el fragmento 84 a 89 de la hélice o 3. La
hélice o 3 contiene a la Tyr85, la cual se propone podria intervenir en la union del grupo NH;* que es
liberado como NH,* (uno de los productos) una vez realizada la reaccién. La hebra A" de la capa B
antiparalela contiene el Asp72, el residuo catalitico, y a laTyr74, la cual se localiza en la base de la tapa
del sitio activo y con la que presenta contactos hidrofébicos a través de la Phel74. La Phel74 es un
residuo importante para la funcion de la tapa, como demuestra la mutante en la Phel74-Ala realizada
en la enzima de E. coli, ya que carece de actividad en ausencia del activador alostérico pero recupera la
actividad en su presencia [67]. En la estructura 1HOT, obtenida en complejo con el activador
alostérico, se sobrepone con la enzima humana un fragmento adicional de la asa catalitica (residuos
145 a 152 y 155 a 158) relacionado con la zona de unién con el activador. El fragmento se sobrepone
debido a que la unién del activador promueve un cambio conformacional de ésta region.

Las estructuras 1DEA y 1HOR presentan tinicamente PO, en el sitio alostérico, motivo por el
cual los dos fragmentos del asa catalitica (145 al52 y 155 a 158) no se sobreponen con la enzima
GIcN6P desaminasa 1 humana la cual fue resuelta en complejo con el activador alostérico. En la
estructura de E. coli 1FS5 se observan algunas diferencias en la capa B antiparalela donde sélo se
sobrepone la hebra B B' completa. Las hebras de la capa B central B, C, E, F y G se mantienen
sobrepuestas y se pierde el fragmento 84 a 89 de la hélice o 3. Las diferencias son causadas por la falta
de moléculas unidas al sitio activo en esta estructura y observamos a la enzima con la tapa del sitio
activo en la conformacién abierta.

Entre las diferencias observadas en las secuencias de aminodcidos entre GIcN6P desaminasa de
E. coli y humana estd la posicion 121. En E. coli es una Tyr y en humana es una Phe. Las mutantes
(Tyr121-Thr y Tyr121-Trp) en esta posicién en la enzima de E. coli promueven cambios notables en
las propiedades de unién del activador alostérico respecto a la enzima normal [13]. Las mutantes
presentan durante la primera fase de activacién un sistema alostérico mixto de tipo K/V. El residuo 121
estd localizado en la hélice o 4, atrds de la hebra del Asp72 que realiza la etapa de catlisis dos

(hidrolisis del NHs*). En E. coli el residuo Tyr121 forma un puente de hidrégeno con la cadena
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principal del Asn70. En la enzima humana la Phe121 sélo participa en interacciones hidrofébicas con
la Phe69, la Leul07, la Ile125 y la Val188. Los cambios observados podrian deberse a una diferente
estabilidad de la hélice 4 que contacta con el sitio alostérico y la cavidad catalitica. Las
comparaciones de factores B entre las estructuras de E. coli y la estructura humana no muestran
diferencias en los patrones de las vibraciones y desplazamientos de los dtomos en esta regién. La
inestabilidad podria entonces manifestarse durante el cambio de la transicion alostérica antes de la

union del activador alostérico.

Segunda Parte: La GlcN6P desaminasa II

Los genomas de humano y de ratéon poseen dos genes para la Glucosamina 6-fosfato
desaminasa. El reporte de dos diferentes extremos N-terminal para la proteina GIcN6P desaminasa de
hamster y el de dos diferentes secuencias de cDNA de ratén, que codifican para dos GIcN6P
desaminasas distintas, motivé la busqueda de un posible segundo gen en el genoma humano para esta
enzima. La buisqueda realizada con la secuencia peptidica de la GIcN6P desaminasa humana en los
bancos de secuencia del genoma humano nos permitié encontrar dos genes diferentes para la GlcN6P
desaminasa (figura 15). Por un lado, la secuencia del péptido deducida a partir de una secuencia del
cromosoma 35, correspondiente a la publicada para de la GIcN6P desaminasa I humana de 289
aminodcidos codificada por el gen gnpl. Por otro lado, se encontré un segundo marco de lectura
abierto con 6 exones y 5 intrones en el cromosoma 4. De la secuencia de nucleétidos codificante
(exones) se puede deducir una proteina de 276 aminodcidos que proponemos codifica para la GIcN6P
desaminasa II codificada por el gen gnp2. Este gen comparte con gnp/ la misma talla en la mayoria los
exones, a excepcion del dltimo, y presenta alta identidad (86.9%) hasta el aminodcido 276 (tabla 7).
Los intrones se localizan en las mismas posiciones pero varian en longitud.

Las dos secuencias peptidicas fueron comparadas con los bancos de secuencia de cDNA de EST
(Expressed Sequence Tags) o Marcas de secuencia expresadas de diversos tejidos humanos [59]. De
este modo confirmamos que gnp2 se expresa y por lo tanto, no se trata de un pseudogene. Mds atn,
encontramos que ambos mensajeros se coexpresan, lo cual sugiere que ambas enzimas coexisten en
algunos tejidos como son hipotdlamo, testiculo, rifién y pancreas [60].

Las secuencias de aminodcidos codificadas por los genes gnpl y gnp2 humanos tienen alta
identidad con las secuencias reportadas de raton respectivamente (tabla 7) lo cual sugiere que se trata

de los genes homdélogos de cada especie con un gene ortélogo y un gene pardlogo en ambos casos.
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También hemos encontrado fragmentos de cDNA de GIcN6P desaminasa I y II (tabla 8) para la

especie de laboratorio Rattus norvegicus [45] y recientemente se localizaron las secuencias de cDNA

que codifican para los extremos C-terminal de ambas secuencias en Canis familiaris [68].
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Figura 15.-Alineamiento de los productos peptidicos de los genes gnpl y gnp2 de humano.

Las

lineas verticales "|" representan las posiciones de los intrones entre los exones. En los

primeros 20 aminodcidos marcados en negritas estdn las secuencias reportadas del N-

terminal para las proteinas GIcN6P desaminasa 1y II en la linea germinal BHK-21 de

hdamster (que son 100% idénticas a las de humano). También esta la secuencia de la

GIcN6P desaminasa I de bovino que presenta una vinica mutacion en la posicion 7 de un

Glu

por un Asp. Residuos en negritas son cataliticos (72, 85, 141, 143 y 148). Los residuos

subrayados son los residuos que podrian ser responsables del cambio de actividad de la

enzima Gnpl a la Gnp2 (88, 172y 173).

Tabla 7.- Identidades entre GIcN6P desaminasas de mamiferos cuya secuencia de
amino4cidos son conocidas totalmente. En negritas las identidades mas altas entre
especies diferentes.

No. Residuos  Especies E.coli Hamster1 Rat6n2 Raténl Humano2 Humano I

289 Humano1l 58.20%  95.10%  86.90% 95.10%  86.90% 100.00%
276 Humano2 57.80%  86.90% 96.80% 86.90%  100.00%

289 Ratén 1 57.80%  97.90%  86.50% 100.00%

276 Ratén 2 57.80%  86.50%  100.00%

289 Hamster 1  58.20%  100.00%

266 E. coli 100.00%
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Tabla 8.- Marcas de Secuencia Expresadas (EST) de los genes gnp! y gnp2

ORGANISMO  ENZIMA LONGITUD ENTRADA TEJIDO NUMERO ID
Humano 1 1-289 Cromosomal -- gil13643897
Humano 1 1-197 EST Hipotdlamo gil15494294
Humano 1 1-213 EST Testiculo gil15253870
Humano 1 1-224 EST Rifién gil13337909
Humano 1 1-199 _EST Pdncreas gil18046891
Humano 2 1-276 Cromosomal - gill3628777
Humano 2 1-205 EST Hipotdlamo gil15490182
Humano 2 1-140 EST Testiculo 2il13999823
Humano 2 1-103 EST Rifién gil5887273
Humano 2 154-276 EST Rifién gill3335729
Humano 2 1-150 EST Pincreas gil15688350
Humano 2 1-168 EST S ——— il10346591

leiomiosarcoma
Humano 2 1-166 EST Lupraneillar o8 gil12613723
Adenocarcinoma
Ratén 1 1-289 cDNA Testiculo 2il5353760
1 1-289 cDNA Testiculo gil6754029
Ratén 2 1-276 cDNA Testiculo 2il12853906
Ratén 2 1276 cDNA Embrién de 8 Dias gil12856903
Hamster 1 1-289 cDNA Testiculo - gill177524
Bovino 1 1- 42 Feppido Extraccién Renal Lan-Lemns et ol
secuenciado 1998
Bovino 1 1-167 EST Tejido Mamario gil9607266
Bovino 1 1-155 EST Tejido Mamario gil9602899
Bovino 1 1-163 EST Tejido Mamario g2il9596706
Bovino 1 57-174 EST Tejido Mamario gil6860672
Perro 1 158-289 cDNA Testiculo gil18818168
Perro 2 208-276 cDNA Corazén gil23702059
Rata 1 1-130 cDNA Papila dérmica gil8549670
Rata 2 1-126 cDNA Raiz de ganglio dorsal gil13893393

Modelo computacional de la GIcN6P desaminasa II. Con la finalidad de proponer una
hipétesis estructural de las diferencias observadas en las propiedades del mecanismo alostérico y
cinéticas de las GIcN6P desaminasas I y I en mamiferos, se construyé un modelo computacional de la
GIcN6P desaminasa II. Este modelo es estable en la minimizacién y nos permitié encontrar las
diferencias que hay entre ambas enzimas y su posible vinculo con las diferencias en los mecanismos
alostéricos observados experimentalmente. La dindmica molecular generé algunas distorsiones debido
a la falta de los monémeros del hexdmero completo al realizar los cdlculos. Estas distorsiones fueron
controladas fijando la cadena principal de las regiones de contactos intermonoméricos. Lo més notable
de las simulacién fue que se observé el acercamiento de la Tyr173 (localizada en la tapa del sitio
activo) hacia la cadena lateral de la Ser43 (localizada en el asa de ligadura del fosfato del substrato),

asi como la movilizacién de la Lys172 en direccién del fosfato del substrato. Otro movimiento
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importante fue el del asa de ligadura del fosfato del substrato (del residuo 40 al 45). Esta asa se
desplaz6 en direccién del asa conocida para la estructura cristalografica de la GIcN6P desaminasa de
E. coli, promoviendo de este modo la formacién de una cavidad catalitica més chica para la GIcN6P
desaminasa IT humana. El desplazamiento del asa de ligadura de fosfato se debe a otra variacion
observada entre las dos desaminasas humanas de Phe a Tyr en la posicion 88. El grupo OH de la Tyr88
de la GIcN6P desaminasa II establece puentes de hidrégeno con la cadena principal del asa de ligadura

del fosfato, empujando la estructura hacia el sitio activo (figura 16).

Figura 16.- Figura estereoscopica del modelo computacional de la

GlcNG6P desaminasa Il (en color naranja) comparado con las GlcN6P
desaminasas I humana (en color morado) y de E. coli (en color verde).

Estas dos uiltimas obtenidas por cristalografia.

Analisis de firmas de secuencia del extremo C-terminal. La GIcN6P desaminasa I tiene
cuatro posibles sitios de fosforilacion en el extremo C-terminal para una cinasa C (tabla 9) y s6lo un
posible sitio de fosforilacién para una cinasa CK-2 (tabla 10). Algunos de estos sitios se localizan en el
fragmento de la proteina que carece de densidad electrénica (a partir del residuo 274) en la posicién
nimero cinco del fragmento analizado. La posicién nimero uno, la Ser271, aparece como un sitio
consenso de fosforilacién para cinasa C y para la CK-2. El andlisis en la estructura muestra que la

cadena lateral de la Ser271 mantiene un puente de hidrégeno con la cadena lateral del Asp60 a 2.59 A.
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El Asp60 se ubica en la base de la hélice dos la cual presenta hacia su extremo N-terminal el asa de
ligadura del fosfato (del residuo 40 al 45). Si la Ser271 fuera fosforilada, la proteina podria sufrir un
cambio conformacional transmitido por el Asp60, cuya consecuencia seria mayor actividad por ajustar
la posicién del asa de ligadura del fosfato a una posicion similar a la observada en la GIcN6P
desaminasa de E. coli. La secuencia de aminoécidos de la GIcN6P desaminasa II presenta un posible
sitio de fosforilaciéon también en la Ser271 pero no conserva ni el Asp60 ni la Arg2l. La Arg2l
presenta un puente salino con el Asp60 en la GIcN6P desaminasa I, mientras que en la GlcN6P
desaminasas II no existe debido a que la posicién 21 es una Cys y la posicion 60 una His. Las
modificaciones que puedan ocasionar estos cambios en la GIcN6P desaminasa Il no se conocen pero
sugieren cambios en la direccién de la cadena principal del extremo C-terminal y de algunas de las
interacciones de las cadenas laterales.

Como se puede observar, la Ser271 es un posible sitio consenso de fosforilacion para la cinasa
C y la CK-2, en cuyo caso las implicaciones funcionales serian las mismas, independientemente de que
enzimas realicen la fosforilacién. La diferencia entre ambas enzimas seria el mecanismo por el cual
llevan a cabo su funcién reguladora. Proponemos que la enzima que es regulada por fosforilacion es la
GIcN6P desaminasa I debido a que la enzima II presenta variaciones que sugieren que este sitio no es
funcional o aunque se fosforile, no provoca cambios conformaciones relacionados con la actividad
catalitica. La Arg21 de la GIcN6P desaminasa I tiene ademas, un puente de hidrégeno con la cadena
principal del residuo 270 (y no solo con la cadena lateral un puente salino). El reemplazo a una Cys en
la GIcN6P desaminasa II podria cambiar las interacciones y modificar la direccién de la cadena
principal y su conformacioén funcional. La posible fosforilacion de la GIcN6P desaminasas I de humano
como un mecanismo de activacién/regulacién podria estar relacionado con en el hecho de que las
enzimas humana y de bovino tiene diferencias en 1a k., (10.1 s para la humana y 61 s' para la de
bovino). La enzima humana es recombinante (la de bovino fue aislada de rifién) y tiene una k., mas
baja lo cual repercute en una eficiencia catalitica (k../k») més baja que la observada en la enzima de
bovino (67.33 mM' s”! para la humana y 381.25 para la de bovino). La enzima de bovino al ser aislada
de la fuente es probable que presente una modificacién en el plegamiento que promueva cambios en la

actividad catalitica.

50



Tabla 9.- Probables sitios de fosforilacién para la cinasa C en las GlcN6P desaminasas I 'y I1.

Numero de acceso de PROSITE : PS00005
Numero de acceso a documentacién de PROSITE: PDOCO00005

Patrén de reconocimiento: [ST]-x-[RK]. Sitios de fosforilaciéon T o S

Probables sitios de fosforilacion en la GIcN6P desaminasa I ( df:’f_ residuo 271 al 289).

Sitio Secuencia Identidad/Similitud*
271-289 1a3 SIKEKETEKSQSSKKPYSD 100% identidad
271-289 7a9 SIKEKETEKSQSSKKPYSD 100% identidad
271-289 12a 14 SIKEKETEKSQSSKKPYSD 100% identidad
271-289 13al5 SIKEKETEKSQSSKKPYSD 100% identidad
Probable sitio de fosforilacion en la GlcNOP desaminasa Il (del residuo 271 al 276).
271-276 la3 SMKDGN 100% identidad

* La identidad/similitud es calculada respecto al patrén de reconocimiento.

In vivo, la cinasa C tiene preferencia para fosforilar a los residuos de Ser o de Thr
localizados cerca de residuos bdsicos en el extremo C-terminal. La presencia de residuos
bdsicos en los extremos N y C-terminales del sitio de fosforilacion incrementan la
eficiencia de la reaccion [69,70]. Se muestra el posible sitio de fosforilacion para la
GIlcN6P desaminasa 11.

Tabla 10.- Probables Sitios de fosforilacion para cinasa de Caseina 2 (CK-2) en las GIcN6P
desaminasas [ y II

Nimero de acceso de PROSITE: PS00006
Niimero de acceso a documentacién de PROSITE: PDOC00006
Patrén de reconocimiento: [ST]-x(2)-[DE]. Sitio de fosforilacién: So T

Probable sitio de fosforilacion en la GlcN6P desaminasa I (del residuo 271 al 289).

Sitio Secuencia Identidad *
271-289 1to4 SIKEKETEKSQSSKKPYSD 100% Identidad
Probable sitio de fosforilacion en la GleN6P desaminasa II (del residuo 271 al 276).
271-276 l1a3 SMKDGN 100% identidad*

* La identidad/similitud es calculada respecto al patrén de reconocimiento.

La especificidad hacia el substrato por parte de la CK-2 puede ser resumida como sigue:
1) Bajo condiciones similares los aminodcidos Ser y la Thr son igualmente susceptibles a
ser fosforilados. 2) Un residuo dcido (Asp o Glu) debe estar presente a 3 residuos del
extremo C-terminal del sitio aceptor de fosfato. 3) Residuos dcidos en posiciones +1, +2,
+4, y +5 incrementan la tasa de fosforilacion. Muchos substratos fisiolégicos tienen al
menos un residuo dcido en estas posiciones. 4) El Asp es preferido sobre el Glu como
residuo determinante. 5) Un residuo bdsico en el N-terminal del sitio aceptor disminuye la
tasa de fosforilacion mientras uno dcido puede incrementarla [71].
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Discusion

Las dos GlcN6P desaminasas que existen en mamiferos.

En la literatura se reportan dos diferentes mecanismos alostéricos para la GIcN6P desaminasa
de mamiferos (un sistema K en perro y un sistema V en bovino y humano. Tabla 11) asociado a
enzimas de dos diferentes pesos moleculares (29.7 kDa para perro y 32.5 kDa para bovino y humano)
[7,8,22]. Este dato por si solo podria indicar una modificacion sobre la misma proteina, como
protedlisis o una edicién diferencial de un tinico RNA mensajero (el llamado splacing alternativo en
ingles), que produciria dos péptidos de diferentes tallas. Sin embargo, el reporte de dos secuencias de
cDNA distintas que codifican para dos GIcN6P desaminasas (de 276 y 289 aminoédcidos y 86% de
identidad) en ratén [44.,45], nos dio la pauta para suponer la existencia de dos genes que codificaran
para dos GIcN6P desaminasas en el genoma humano y con mecanismos alostéricos diferentes.

En la base de datos del genoma humano se localizaron dos genes con diferente nimero de bases
codificantes y en diferentes cromosomas. El primero de dichos genes codifica para una proteina de 289
aminodacidos, previamente reportado como el gen que codifica para la GIcN6P desaminasa humana,
alojado en el cromosoma 5 [43]. El segundo gen codifica para una proteina de 276 aminodcidos que se
encuentra alojado en el cromosoma 4, y el cual no ha sido reportado en la literatura como una GIcN6P
desaminasa. Ambos genes se expresan ya que existen los reportes de sus EST (Secuencias de marca de
expresioén) en diferentes tejidos y en ocasiones se reportan ambos EST en los mismos tejidos. Los
genes humanos fueron nombrados gnp/ (para la secuencia de 289 aa) y gnp2 (para la secuencia de 276
aa) y las proteinas GIcN6P desaminasa I y Il.

Los pesos moleculares tedricos de las secuencias peptidicas codificadas por los genes de ratén y
humano son de 32.5 kDa para el péptido de 289 residuos y 31 kDa para el péptido de 276 residuos.
Dichos pesos son aproximados con los pesos reportados para las proteinas de bovino, humano y perro.
Del gene gnpl se puede deducir la secuencia peptidica de la GlcN6P desaminasa I humana la cual es
coincidente con la que se puede deducir de los datos cristalograficosy 95% idéntica a la codificada por
el gen de rat6n de la misma longitud (gnp/ de ratén). De la secuencia de aminoécidos de la proteina de
bovino s6lo se conocen 20 aa del N-terminal, de los cuales 19 son idénticos a los de la GIcN6P
desaminasa 1. Informacién adicional de la linea celular BHK-21 de hdmster reporta los primeros 20
aminodcidos del N-terminal dos secuencias diferentes para la GIcN6P desaminasa [5]. Uno de estos
fragmentos de aminodcidos es idéntico a la secuencia de la GIcN6P desaminasa I y el otro es idéntico a

la secuencia de la GIcN6P desaminasa 1. De estos datos deducimos la existencia de dos genes (gnpl 'y
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gnp2) que codifican para dos GlcN6P desaminasas diferentes en sus secuencias de aminodcidos y
longitudes peptidicas. Ambos genes se expresan en tejidos humanos, de raton y de hdmster. Se deduce
también que la enzima purificada de perro, es la GIcN6P desaminasa Il homdloga a las secuencias
peptidicas de 276 aminodcidos codificadas por los genes gnp2 de humano, ratén y hdmster.

En las bases de datos de marcas de expresion (EST) correspondientes a otros mamiferos se
localizaron fragmentos de las secuencias de perro y rata. Es probable que algunos mamiferos tengan
ambos genes activos de GlcN6P desaminasa.

El hecho de tener dos sistemas alostéricos diferentes reportados en el mismo tipo de tejido
(rifién de bovino y perro) para mamiferos, asociados a dos diferentes masas moleculares nos permite
especular que se trate de dos enzimas independientes, cada una formando un homohexdmero diferente
con sus propiedades cataliticas y alostéricas propias. Aunque definitivamente la existencia de un
posible heterohexdamero no puede ser desechada totalmente ain, realizamos estudio de modelado
computacional que es 1itil para establecer una hipotesis.

Para soportar tal hipétesis localizamos los cambios de aminodcidos entre ambas secuencias y
comparamos el modelo de la estructura cristalografica de la GIcN6P desaminasa I humana
recombinante, que fue el resultado de este trabajo, con un modelo computacional hecho por homologia
de la GIcN6P desaminasa Il humana. La comparacién entre ambos modelos arrojé evidencia estructural
de los posibles residuos que promueven los cambios de un sistema V a un sistema K. El modelo
computacional de la GIcN6P desaminasa humana II muestra que es probable que los diferentes
residuos observados en torno al sitio activo (posiciones 88, 172, 173. Ver figura 16) modifiquen su
actividad a un sistema tipo K similar a la enzima de E. coli. El asa de ligadura del fosfato (del residuo
40 al 45) podria cambiar su posicién a una similar a la observada en la estructura de GIcN6P
desaminasa de E. coli por tener nuevas interacciones con las cadenas laterales diferentes. Por otro lado,
es probable que las diferentes cadenas laterales también modifiquen la variacién conformacional
observada en la tapa del sitio activo de la GIcN6P desaminasa I. Las alteraciones que se puedan
promover en la actividad debido a las diferencias en la talla del C-terminal no se pueden prever, sin
embargo, la posicion de la Cys21 en la GIcN6P desaminasa II (Arg en la GIcN6P desaminasa I) podria
ser importante ya que se localiza en la vecindad del C-terminal y podria ser un residuo relevante en la
estabilidad del plegamiento. Un dato interesante es la existencia de un posible sitio de fosforilacion en
ambas enzimas en la Ser271 y que es cercana a la posicién 21. La funcionalidad de este sitio en las dos
enzimas no estd comprobada, pero podria estar relacionada con las diferencias en las posiciones 21 y

60 ya que es muy probable que cambien las interacciones en esta region debido a los cambios. En base
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a estos datos nosotros proponemos la existencia de dos enzimas con diferentes propiedades
alostéricas, un homohexdmero con cadenas de 276 residuos y otro homohexdmero con cadenas de 289

residuos.

Tabla 11.- Constantes cataliticas para las GIcN6P desaminasas I humana y bovina; la
probable GlcN6P desaminasa II de perro y la GIcN6P desaminasa de E. coli.

GlcN6PD1 GlcN6PD1 GIlcN6PD2 GlcN6P desaminasa

Humana Bovino Perro E. coli
kew 8! 10.1 *#(0.42%%) 61 *(0.37*%) 42 158 (155%%)
K, 0.57 mM 0.65 mM 0.25 mM 5.5 mM
Ko (10uM de activador) 0.15 mM 0.16 mM i 0-';2 :(l:ft\;lv%é?;\ﬂ
kea/KmM-! S+ 67.33*%(0.73**) 381.25%(2.31*%) 168 202
Kdis activador 14.62uM 17.5uM 14.0pM 33 uM
K. NH4* - 3.7 mM - 18 mM
K., Fructosa 6 fosfato - 59 mM - 0.9 mM
Ki inhibidor = 4.1uM = 2 uM
Residuos 289 289 276%%% 266
Sistema Alostérico Tipo V Tipo V K K

*: Con Activador alostérico a saturacion

*%: Sin activador alostérico

*#%: El numero de residuos esta basado en los productos peptidicos de los genes de la
GlcN6P desaminasa Il de ratén, y humano.

Datos extraidos de las referencias: [7,8,22,6,13,14,15,16].

Trabajos de fisiologia en diferentes tejidos de mamiferos (sarcoma de Yoshida e higado de
rata) [32,34] vinculan a la GIcN6P desaminasa como la enzima responsable de redirigir el flujo de la
Glucosamina-6-fosfato y la N-Acetil glucosamina-6-fosfato, segiin las concentraciones administradas y
dependiendo del tipo de tejido, hacia lactato, CO: y glucégeno (via glucélisis ) o hacia la via de sintesis
de UDP-N-acetil glucosamina [33]. En lineas celulares resistentes a altas concentraciones de NH;* [5]
este compuesto es secuestrado y acumulado en UDP-N-acetil glucosamina, que es un inhibidor
alostérico de las dos GIcN6P sintasas que existen en mamiferos. Por lo que la tnica enzima capaz de
proveer la reaccién de biosintesis de glucosamina-6-fosfato es la GIcN6P desaminasa También se ha
observado que la GIcN6P sintasa estd sometida a estricto control tanto metabdlico como genético [27]
y las dos GIcN6P desaminasas podrian estar sometidas a semejante control. Los datos de fisiologia,

bioquimica y estructurales de las GIcN6P desaminasas 1y Il sugieren que su intervencion en el
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control de los flujos de aziicares aminados en mamiferos podria llevarse a cabo mediante un estricto
control metabdlico, que incluye regulacion alostérica diferencial de ambas enzimas, y genético [5]

dependiendo del tipo de tejido y su metabolismo.

Comparaciones del sitio activo de las subunidades de la GlcN6P desaminasa humana y la
enzima de E. coli. Cada uno de los monémeros de la GIcN6P desaminasa humana I tiene diferentes
conformaciones (variacién conformacional) en la tapa del sitio activo, atin con el andlogo del estado de
transicién en la cavidad catalitica (conformaciones cerradas). En E. coli se observa una unica
conformacién de la tapa cuando estd cerrada y con los ligandos. También se observa que las tapas
cerradas de la enzima humana estdn menos unidas o cerradas sobre la cavidad catalitica.

La variacién conformacional observada podria ser provocada por la tinica diferencia relacionada
con el sitio activo de las enzimas de E. coli y humano: la Ser43 (Gly en E. coli). Esta Ser como se ha
mostrado anteriormente (ver resultados del sitio activo) tiene interacciones con la tapa (Argl72) y el
fosfato del inhibidor, que en la enzima de E. coli no se observan. Estas nuevas interacciones podrian
ser las responsables de que el asa de ligadura del fosfato y la tapa tengan diferentes conformaciones,
provocando que la tapa no cierre totalmente sobre la cavidad catalitica y formando una cavidad
catalitica mds grande que la observada en la enzima de E. coli. El reajuste conformacional observado
de la geometria que une al estado de transicion afecta la formacion del Complejo ES, pudiera ser
resultado de estas nuevas interacciones.

La variacion conformacional de las tapas de los sitios activos de la enzima humana indican que
éstas no se logran unir bien sobre la cavidad catalitica en el complejo ES. Una situacién de esta
naturaleza podria sugerir que la enzima no reconoce al andlogo del estado de transicion tan bien como
lo hace la enzima de E. coli. Asimismo el desorden observado en el andlogo del estado de transicién
sugiere que es probable que se esté uniendo a la enzima deficientemente y afectando a lak. (ver tabla
11) de la enzima humana respecto a la de la enzima de bovino. El reajuste conformacional de la
geometria podria provocar la pérdida de la conformacion éptima de union de la enzima al andlogo
del estado de transicion (y probablemente al estado mismo de transicion), lo cual se observa como las
diferentes conformaciones asumidas por las asas sobre el sitio activo y desorden en la molécula del
analogo del estado de transicion.

La variacién conformacional de las tapas del sitio activo dentro del cristal puede estar influida
por cambios locales en el entorno de cada una de las tapas, como lo es la influencia de la carga

eléctrica y el arreglo de las moléculas de agua de un hexdmero vecino que, sin presentar contactos,
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podria promover cambios conformacionales. Esto podria deberse a que las tapas del sitio activo
carecen de una conformacion doptima (o unica) de unién al sitio activo provocando que las asas se
deslicen o vibren sobre su posicion en un rango de conformaciones similares.

Dicho de otro modo, la enzima presenta una disminucion de la optimizacion del ’induced fit”
o ajuste inducido (ver apéndice de conceptos) al formar el complejo Enzima-Substrato. La GlcN6P
desaminasa I bovina presenta una mayor afinidad al NH;* que la enzima bacteriana, propiedad que
probablemente comparte con la enzima humana. La aparente disminucién de la tasa de formacién del
complejo ES podria estar relacionada con la habilidad de esta enzima para ser biosintética
[5,33,34,41,72,73]. Recordemos que la enzima tiene dos canales de entrada al sitio activo y uno de
ellos es probablemente para amonio, seria posible entonces que la cavidad empleada para su trdnsito
hasta el sitio de reaccién se vea favorecida conformacionalmente para unir NHy*.

La habilidad de la GIcN6P desaminasa I humana para llevar a cabo la reaccién biosintética es
conocida (reaccion reversa); y aunque tradicionalmente se le conoce como una enzima catabolica, en
bacterias puede llegar a sustituir a la GIcN6P sintasa [27]. En E. coli, la organizacién de los operones y
los mecanismos de regulacién muestran que su funcién es la de degradacién de glucosamina-6-fosfato
y no su sintesis. Sin embargo, se observé en la GIcN6P desaminasa de M. domestica que la actividad
catalftica estaba orientada hacia la biosintesis y probablemente acoplada a la via de sintesis de quitina.
También se ha observado en mamiferos que cuando la GIcN6P desaminasa estd acoplada con la
glucosamina-6-fosfato N-transacetilasa en presencia de Acetil-CoA, la direccién de la reaccién procede
hacia la sintesis de glucosamina-6-fosfato [41,72 ,73], aunque ninguno de estos estudios analizo la
existencia de dos GIcN6P desaminasas por lo que no sabemos en que sentido de la reaccién cada una
de la enzimas es funcional.

Las diferencias en la propiedades cataliticas observadas (tabla 11) entre la GIcN6P desaminasa I
humana y la bovina podrian deberse a una modificacién post-traduccional. Mientras la enzima de
bovino fue purificada de la fuente original (rifién), la enzima humana fue obtenida recombinante enE.
coli. En la secuencia de la GIcN6P desaminasa humana I existe un posible sitio de fosforilacién en la
Ser271 hacia el C-terminal que podria promover una mayor activacion catalitica. La funcionalidad de
este sitio no estd probada y también existe la posibilidad de que el extremo C-terminal, que no se ve en

la difraccién, presente alguna modificacion.
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Modelo estructural del cambio conformacional alostérico de la GlcN6P desaminasa
humana. Los cambios estructurales de la transicion alostérica de la conformacién T al R en la GIcN6P
desaminasa I no han sido descritos estructuralmente por cristalografia de rayos X. Las pruebas de
cristalizacién para obtener cristales de la proteina en su conformacién T no arrojaron resultados
positivos; sin embargo, nosotros postulamos un modelo con base en la informacién de sus constantes
cataliticas y el modelo propuesto para la enzima homéloga de E. coli [18]. Este modelo permite
suponer que la conformacién R es alcanzada por todas las subunidades del hexdmero simultdneamente
(de forma concertada) de acuerdo con el modelo cinético MWC.

La GIcN6P desaminasa humana podria ser una enzima alostérica con movimiento de oscilacién
similar al postulado para la enzima homéloga de E. coli, donde el hexdmero en conformacién T oscila
en direccién al conformacién R. Desafortunadamente, se desconoce si la enzima humana es oscilante
o no, propiedad conformacional que tendrd que ser confirmada en experimentos futuros. Lo cierto es
que el mecanismo de la enzima humana es compatible con un modelo de transicion alostérica
concertada del hexdmero en conformaciéon T a un hexdmero en conformacién R. En la enzima de E.
coli, el hexdmero en conformacion R es el unico que une tanto los substratos como el activador
alostérico.

En contraste, la transicion alostérica de la enzima humana que puede ser considerada como
concertada en cuanto al cambio conformacional de T a R, la conformaciéon R formada une y cataliza el
substrato con muy baja eficiencia en ausencia de su activador (en realidad casi no hay reaccién (Figura
17). Sin embargo, esta conformacién es capaz de unir el activador alostérico con alta afinidad.Esto es
definido como una enzima sin cooperatividad homotrépica [7,8,22] debido a que los substratos no
logran estabilizar el cambio conformacional y activar la enzima Sin embargo, una vez unido el

activador a la enzima, la conformacion R es estabilizada elevando la eficiencia catalitica e

incrementando la afinidad del substrato hasta casi 4 veces a 10 uM de activador.

La GIcN6P desaminasa I en conférmero R vacio (sin activador y sin substratos) no puede unir
el sustrato cooperativamente debido a que la tapa del sitio activo estd desordenada al igual que la
cavidad catalitica impidiendo la catdlisis hasta que el activador es unido. El desorden de la tapa del
sitio activo podria ser causado por la Phel21, como se observa en las mutantes realizadas en E. coli,
provocando un mecanismo alostérico tipo V. La tapa es estabilizada cuando el activador alostérico
ocupa su sitio de unidn, a través de la formacion del enlace de la cadena lateral de la Tyr254 con la
cadena principal de la Thr161.

Las curvas de la cinética de la GIcN6P desaminasa I humana (figura 17) muestran un
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incremento de la k. dependiente de la concentracién de activador alostérico. Proponemos que las
curvas sean interpretadas como la activacion de los monémeros a los que se les ha unido un activador,
incrementando la k., conforme se van ocupando los sitios alostéricos y se van estabilizando los sitios
activos. Esto es, que cada monémero en conférmero R, para ser catalitico, requiere de su activador
alostérico correspondiente. Esta ocupacion de sitios uno a uno podria facilitar la unién del activador en

los sitios alostéricos de mondémeros vecinos a altas concentraciones de activador.

Modelo de transicion alostérico de la GIcNSP desaminasa hurnana B
o
/ _

Bl=¢ [Alze@
E.coli Humansz

Hurnana

) [GIcNACEP]
® M e
............... 000:» T [GIeNACSP)]
— i wr
< -
v — o 25mM
> P 5
8 S a25 uM
* S e 10 KM
2 o 5uM
= OpM
]

C [GIcNBP1 (mM) {GIcNBP] (mM)

[T] <—>[R]"+ [A] <—> [RA]"* + [Sle—> [RAS] <> [RA]+ [P1]+ [P2)

Figura 17.- Modelo de transicion alostérica propuesto para la GIcN6P desaminasa 1

humana. En A se compara la transicion alostérica con la GleN6P desaminasa de E. coli.
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En ella se observa que la enzima bacteriana puede realizar una transicion alostérica
concertada del conformero T al R donde se produce un hexdmero funcional en sus seis
sitios activos, tanto heterotropicamente como homotrépicamente. En cambio la enzima
humana alcanza la formacion de un hexdmero en conformacion R inactivo incapaz de
realizar la reaccion catalitica. El activador alostérico activa vinicamente el monomero al
que se ha unido permitiendo la catdlisis en dicho sitio activo. En B se explica el
mecanismo en mds detalle para la GlcN6P desaminasa | humana. La union de los
activadores podria ser progresiva en funcion de la concentracion de activador. También
la union del primer activador podria facilitar la union de los siguientes activadores
estabilizando el trimero al que se ha unido. En C se observan las grdficas de las
cinéticas de activacion de la GlcN6P desaminasa I humana y de E. coli (grdficas
tomadas de las referencias 8 y 67). Adicionalmente se observa la formula del modelo
cinético, el "*" es donde hay cooperatividad heterotrépica vinicamente (forma R capaz de

unir solo el activador ) y el "**" donde hay una conformacion R catalitica).
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Conclusiones de las Primera y Segunda Partes

1.-Existen dos genes homélogos de la GIcN6P desaminasa en el genoma de humano y de ratén,
que se expresan en diversos tejidos y en algunos inclusive de manera simultdnea.

2.-Existen dos enzimas GIcN6P desaminasas homoélogas en mamiferos con diferentes
propiedades alostéricas. Una con 289 residuos por subunidad (33 kDa) y con una cinética alostérica
tipo V; y otra de 276 residuos por subunidad (30 kDa) y con una cinética alostérica tipo K.

3.-La estructura cristalogrifica de la GIcN6P desaminasa humana I presenta variabilidad
conformacional en el sitio activo provocado por la Ser43 que disminuye la optimizacién en elinduced
fit probablemente como una estrategia funcional para lograr una elevacién en la afinidad por el NH:*.

4.- Las diferencias en la k.. entre la GIcN6P desaminasa I humana y bovina pueden deberse a
alguna modificacién enzimética como la fosforilacion. La enzima de bovino fue purificada de tejido
directamente y podria estar activada por una modificacién postraduccional. La enzima humana es
recombinante y expresada en la bacteria E. coli donde la modificacién necesaria no se realiza
espontdneamente. El probable sitio de fosforilacién de la GIcN6P desaminasa humana I esta localizado
hacia el extremo C-terminal en la Ser271.

5.-La GIcN6P desaminasa humana I presenta un cambio concertado en la transicion alostérica
del conférmero T hacia R, pero es incapaz de ser retenida en el conférmero R por el substrato, debido
al desorden conformacional de la tapa con el sitio activo vacio. El desorden de la tapa tal vez sea
debido a la Phel2] como se observa en mutantes de E. coli en la Tyrl2l, presentando un estado

conformacional R no activo por substrato pero si sensible a la activacion por activador alostérico.
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Abstract Glucosamine-6-phosphate deaminase (EC 3.5.99.6) is
an allosteric enzyme that catalyzes the reversible conversion of
p-glucosamine-6-phosphate into p-fructose-6-phosphate and am-
monium. Here we describe the existence of two mammalian
glucosamine-6-phosphate deaminase enzymes. We present the
crystallographic structure of one of them, the long human glu-
cosamine-6-phosphate deaminase, at 1.75 A resolution. Crystals
belong to the space group P2,2,2; and present a whole hexamer
in the asymmetric unit. The active-site lid (residues 162-182)
presented significant structural differences among monomers.
Interestingly the region with the largest differences, when com-
pared with the Escherichia coli homologue, was found to be
close to the active site. These structural differences can be re-
lated to the kinetic and allosteric properties of both mammalian
enzymes.

© 2003 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation
of European Biochemical Societies.

Key words: K-type allosteric system; EST;
Isoenzyme; GNPI; GlcN6P-deaminase;
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1. Introduction

Glucosamine-6-phosphate deaminase (GlcN6P-deaminase,
EC 3.5.99.6), formerly known as glucosamine-6-phosphate
isomerase (EC 5.3.1.10), catalyzes the reversible conversion
of GlcN6P into p-fructose-6-phosphate (Fru6P) and ammo-
nium. Although the enzyme was initially described in pig kid-
ney [1], it has been currently characterized in a variety of
organisms such as Escherichia coli 2], Candida albicans |3],
Musca domestica [4], Plasmodium falciparum (5], Canis fami-
liaris [6], Bos taurus [7] and Homo sapiens [8.9].

The best-studied GlcN6P-deaminase is that from E. coli and
has been characterized from the structural, catalytic and
mechanistic points of view [10-14]. The functional unit of
this particular enzyme is a hexamer of identical 29 kDa sub-
units [2]. The E. coli GlceN6P-deaminase is a K-type allosteric
enzyme, which is activated by substrate cooperativity and by
the allosteric activator N-acetyl-glucosamine-6-phosphate
(GlcNACc6P) [15]. Crystallographic structures of the *T" and

*Corresponding authors. Fax: (52)-777-317 23 88.
E-mail addresses: arrcolai@ibt.unam.mx (R. Arreola),
horjalesi@ibt.unam.mx (E. Horjales).

the ‘R’ conformers allowed us to describe the allosteric tran-
sition of the E. coli GlcN6P-deaminase [13,14] and to propose
a catalytic mechanism [10].

The mammalian GleN6P-deaminases from C. familiaris [6],
B. taurus [7] and H. sapiens [9] have been purified and their
catalytic parameters determined. Whereas all of them catalyze
the same reaction using GIcN6P and present allosteric activa-
tion by GIcNAc6P, their catalytic and allosteric properties
show significant differences, which might constitute a paradox
if only one GlcN6P-deaminase exists [or each species. The
kinetics obtained for the enzyme [rom C. familiaris (isolated
from kidney) is a K-type allosteric system such as its E. coli
homologue [6]. In contrast, the kinetics found for the enzymes
from B. taurus (isolated [rom kidney) and the recombinant
H. sapiens enzyme expressed in E. coli are both V-type-like
allosteric systems [7.9]. Whereas the enzymes from human
and bovine sources show a molecular mass of 32.5 kDa [9],
the canine enzyme presents a molecular mass ol 30.4 kDa
[6).

The physiological function of the GlcN6P-deaminase in
mammals is poorly understood. When cells of the baby-ham-
ster kidney line BHK-21 are exposed to high ammonium con-
centrations, GlcN6P-deaminase activity is induced [16]. Under
these conditions, the GIcN6P synthesizing activity from Fru6P
and ammonium is the sole responsible for ammonium assim-
ilation with the concomitant accumulation of UDP-N-acetyl-
glucosamine [17]. Interestingly, the GlcN6P-deaminase prepa-
ration obtained from cells of this line was composed of two
different proteins ol 29.9 and 32.4 kDa [16]. The amino acid
sequence of the amino terminus of each one of these proteins
was determined, yielding fragments with 70% identity [16] and
suggesting the existence ol at least two isoenzymes.

The genes encoding GlcN6P-deaminase [rom mouse [18],
hamster [19] and human [20] sources have been cloned and
sequenced. All of them encode a protein product of 289 res-
idues with a predicted molecular mass of 33 kDa, similar in
size to that isolated [rom B. taurus kidney and to one of the
enzymes isolated from BHK-21 cells. In this paper we present
the identification of a putative second GlecN6P-deaminase
gene encoding a product of 276 residues in the mouse and
human genomes. To offer further insight into the structural
basis of the different regulatory and catalytic properties of
these two isoenzymes, we report the crystallographic structure
of the 289-residue-long human enzyme at 1.75 A resolution
(PDB ID INET7) and a computer model of the novel 276-res-
idue-long human enzyme.

0014-5793/03/$22.00 © 2003 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation of European Biochemical Societies.
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2. Materials and methods

2.1. Purification of the human recombinant GleN6 P-deaminase

Recombinant expression of the human GleN6P-deaminase encoded
by the constitutive GNPI gene cloned in pTZ19R was achieved using
the E. coli IBPC590R strain [21]. Pre-cultures were prepared by in-
oculating a single colony of the recombinant strain in 200 ml of LB
medium plus ampicillin and incubated for 4 h at 30°C. Six flasks with
| 1 of LB medium plus ampicillin were inoculated with 50 ml of the
pre-culture and incubated for 8 h at 30°C. The cells were concentrated
by centrifugation at 5000 rpm. The pellet was washed three times with
150 mM, KCI and the extract was prepared by sonication in 20 mM
EDTA, 150 mM KCI and 100 mM Tris-HCI pH 7.7 and cleared by
centrifugation. The supernatant was precipitated with ammonium sul-
fate and the 40-55% fraction, containing the GleN6P-deaminase ac-
tivity, was collected and stored for further analysis. When necessary,
the precipitate was dialyzed overnight against 50 mM Tris-HC] pH
8.2. The enzyme was purificd as described elsewhere [7] and concen-
trated to 10 mg mi~.

2.2, Enzyme crystallization

Many crystals were obtained using vapor diffusion in sitting drops
at 18°C. The crystal selected for diffraction was grown in a drop
containing 10 mg ml~! protein with a well solution of 1.68 M ammo-
nium sulfate, 10 mM N-acetyl-glucosamine-6-phosphate and 0.1 mM
2-deoxy-2-amino-p-glucitol-6-phosphate at pH 7. Crystals grew as
long rods in 3 months, reaching dimensions of up to 0.15x% 1.5 mm.

2.3. Data collection

A solution with the same components and concentrations of the
reservoir plus 35% wi/v of trehalose was used as cryoprotectant. After
soaking during 24 h, crystals were flash-cooled using annealing tech-
niques [22] and thus a 94.6% complete diffraction data set (Table 1)
up to 1.75 A resolution was obtained at the Stanford Synchrotron
Radiation Laboratory, in the Station BL 9-1 with a wavclength of
0.78 A.

2.4. Data integration, molecular replacement and structure refinement

Diffraction data were integrated using the DENZO program [23]
and scaled using the SCALA program from the CCP4 package [24].
The structure was solved using the molecular replacement method
with the whole hexamer of the E. coli GlcN6P-deaminase (PDB entry
IDEA) as poly-alanine template with 266 residues used as the starting
model. The refinement procedure was carried out using the CNS
program [25] and the program O was used for model building [26].
In the model building steps we used 2fo-fc and fo-fc clectron-density
maps of the whole asymmetric unit to construct the hexameric par-
ticle. Trials to refine the structure using non-crystallographic symme-
trics did not yicld results better than 24% in R-value, thus we pro-
ceeded to determine the hexamer as six individual monomers (Table

Table 1
Refinement statistics and diffraction data statistics

R Arreola et al IFEBS Letters 551 (2003} 63-70

1). In the final steps, 2fo-fc and fo-fc electron-density average maps
were used as well as annealed omit maps with a spherical omitted
region. The omitted region was on the active-site cavity to better build
the transition-state analogue (competitive inhibitor).

2.5. Structural analyses

The structural analysis of the final model was performed using the
program O and coupled programs (see command LSQ_IMPROVE in
program Q) [27]. The electron-density average maps were calculated
using the AVE and IMP programs from the RAVE package [27].

2.6. Genomic searches for GleN6P-deaminase coding genes

Searches were performed upon the National Centre for Biotechnol-
ogy Information databases GenBank [28] and ESTs (Expressed Se-
quence Tags database) {29]. Additional searches were performed upon
the mouse full-length ¢cDNAs public database from the RIKEN
Mouse Gene Encyclopacdia Project [30]. We used the tBLASTn pro-
gram, which compares a protein query sequence against a nucleotide
sequence database dynamically translated in all possible reading
frames [31]). The initial search, using the GenBank database, was
performed using the human GlcN6P-deaminase amino acid sequence
deduced from the ¢cDNA reported by Nomura and collaborators in
the HUGE Protein Database (KIAA0060 number) [20]. The results of
this search showed significant alignments with the previously reported
289-residue-long GlecN6P-deaminases from mouse, hamster and hu-
man. Moreover, a different mouse sequence, only 276 residues long,
was found from two sources, adult male testis and 8-day-old embryo.
This novel sequence was also found in the RIKEN Mouse Gene
Encyclopaedia Project [30]. A search performed upon the human ge-
nome using the short mouse GlcN6P-deaminase scquence as query
allowed the identification of two different deduced peptide sequences:
(1) one located in chromosome 5 which corresponded to the previ-
ously reported long human GlcN6P-deaminase and (2) a second short
sequence in chromosome 4. The complete sequence for the short copy
was obtained through inspection of the DNA sequence in that chro-
mosome fragment (gil 13628777). Exon-intron boundaries were iden-
tified using the GENSCAN program [32]. All alignments were per-
formed manually using the SEQLAB program of the GCG [33].

2.7. Modelling of the short human GleN6 P-deaminase

The structural model of the short human GleN6P-deaminase was
built using the long human GlcN6P-deaminase crystallographic struc-
ture as template. The calculations for energy minimization and mo-
lecular dynamics were performed using the Insight 1l program from
Molecular Simulations Inc {34] and its modules (Homology, Biopoly-
mer and Discover). The simulation was made with the transition-state
analogue molecule in the active-site cavity and 19 crystallographic
water molecules plus a water coat of 5 A. We calculated 12000 min-
imization iterations and 20000 dynamic iterations of 1 fs at 300 K.
The structural analysis was made using the O program [26].

Refinement statistics

Diffraction data statistics

Final R 0.193(0.223)*
Riree 0.217(0.245)

(10% of unique reflections)
RMS deviation from ideal values

Bond lengths 0.005 A
Bond angles 1.4°
Dihedral angles 23.1°
Improper angles 0.85°
Estimated coordinate error )
ESD from Luzzati plot 0.19 A
ESD from SIGMAA 0.13 A
Water molecules 2194

Cell parameters

Asymmetric unit and
biological unit
Ilsigma

109.87 A (90°), 110.89 A (90°),
180.88 A (90°)

Space group P2,2)24
Resolution 1.75 A
Unique reflections 209143
Completencss 94.3(96.8)"
Multiplicity 3.8(3.6)*
Riwi® 0.052(0.224)?
Range resolution 1.74-29.48 A

onc hexamer

9.9(3 .4y

“Values in parentheses correspond to the highest resolution bin: 1,75-1.86. The Ry value was obtained using cross-validation throughout the

method and the test set selection was random.
bRsym =E Uy —IEL,.
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10 20 30 40 50 60
mouse2 MRLVILDNYDLASEWAAKYICNRIIKFKPGQDRYFSLGLPTG STPLGCYKKLIEYHKSGN
human2 MRLVILDNYDLASEWAAKYICNRIIQFKPGQDRYFTLGLPTG|STPLGCYKKLIEYHKNGH
Pl LR renenr reeeer e+ttt i+l
humanl MKLIILEHYSQASEWAAKYIRNRIIQFNPGPEKYFTLGLPTG|STPLGCYKKLIEYYKNGD
mousel MKLIILEHYSQASEWAAKYIRNRIIQFNPGPDKYFTLGLPTG STPLGCYQKLIEYYKNGD
hamsterl MKLIILEHYSQASEWAAKYIRNRIIQFNPGPDKYFTMGLPTG STPLGCYQKLIEYYKNGD
bovinel MKLIILDHYSQASEWAAKYIRNRIIQFNPGPDKYFTLGLPTG STPLGCYKKLIEYYKNGD
consensus M-L-IL--Y--ASEWARKYI-NRII-F-PG-D-YF--GLPTG STPLGCY-KLIEY-K-G-
120
mouse2 LSFKYVETFNMDEYV GLPRNHPESYHSYMWNNFFKHIDIDPNNAHILDGNAADLQAECDA
human2 LSFKYVKTFNMDEYV | GLPRNHPESYHSYMWNNFFKHIDIDPNNAHILDGNAADLQAECDA
Frrrrrrerrrrerrerrer+reeenrt+eeereeerrrr ottt
humanl LSFKYVKTFNMDEYV | GLPRDHPESYHSFMWNNFFKHIDIHPENTHILDGNAVDLQAECDA
mousel LSFQYVKTFNMDEYV GLPRDHPESYHSFMWNNFFKHIDIHPENTHILDGNAADLQAECDA
hasmterl LSFEKYVKTFNMDEYV GLPREHPESYHSFMWNNFFKHIDIHPENTHILDGNAADLQAECDA
bovinel LSFKYVKTFNMDEYV GLPRDHPESYHSFMWNNFFKHIDIHPENTHILDGNAADLQAECDA
consensus LSF-YVKTFNMDEYV GLPR-HPESYHS-MWNNFFKHIDI-P-N-HILDGNA-DLQAECDA
180
mousez2 FEEKIKEAGGIDLFVG GIGPDGHIAFNEPGSSLVSRTRLKTLAMDTILANAKYFDGDLSK
human2 FENKIKEAGGIDLFVG|GIGPDGHIAFNEPGSSLVSRTRLKTLAMDTILANAKYFDGDLSK
P P+ttt e e e e e e b e+t ni++ i i+1+1
humanl FEEKIKAAGGIELFVG|GIGPDGHIAFNEPGSSLVSRTRVKTLAMDTILANARFFDGELTK
mousel FEEKIQAAGGIELFVG GIGPDGHIAFNEPGSSLVSRTRVKTLAMDTILANARFFDGDLAK
hasmterl FEEKIRAAGGIELFVG GIGPDGHVRFNEPGSELVSRTEVETLﬁMDTILﬁNBRFFDGDLAK
bovinel FEEKIKAAGGIELFVG GIGPDGHIAFNEPGSSLVSRTRVKTLAMDTILANARFF
consensus FE-KIK-AGGI-LFVG GIGPDGH-AFNEPGSSLVSRTR-KTLAMDTILANA--FDG-L-K
240
mouse2 VPTMALTVGVGTVMDARE VMILITGAHKAFALYKAMEEGVNHMWTVSAFQQHPRTIFVCD
human2 VPTMALTVGVGTVMDARE | VMILITGAHKAFALYKAIEEGVNHMWTVSAFQQHPRTIFVCD
FEEERET e e e bbb it e e e e er+r1l
humanl VPTMALTVGVGTVMDARE | VMILITGAHKAFALYKAIEEGVNHMWTVSAFQQHPRTVEVCD
mousel VPTMALTVGVGTVMDAKE VMILITGAHKAFALYKAIEEGVNHMWTVSAFQQHPRTVFVCD
hasmterl VPTMALTVGVGTVMDARE VMILITGAHKAFALYKAIEEGVNHMWTVSAFQQHPRTVFVCD
consensus VPTMALTVGVGTVMDA-E VMILITGAHKAFALYKA-EEGVNHMWTVSAFQQHPRT-FVCD
mouse2 EDATLELRVKTVKYFK GLMHVHNKLVDPLYSMKEGN
human2 EDATLELRVKTVKYFK | GLMHVHNKLVDPLFSMKDGN
FEOTELEFT0ETr et i+l +i+
humanl EDATLELKVKTVKYFK | GLMLVHNKLVDPLYSIKEKETEKSQSSKKPYSD
mousel EDATLELKVKTVKYFK GLMLVHNKLVDPLYSIKEKEIQKSQSAKKPYSD
hasmterl EDATLELKVKTVKYFK GLMLVHNKLVDPLYSIKEKEIQKSQAAKKPYSD
consensus EDATLEL-VKTVKYFK GLM-VHNKLVDPL-S-K---
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Fig. 1. Amino acid sequence alignment of mammalian GlcN6P-deaminases isoenzymes, The complete sequence of the orthologous GNPI gene
products from human, mouse and hamster sources are shown, together with an incomplete product from bovine, with an overall identity rang-
ing between 95.1 and 97.5%. Newly identified paralogous copies of GNP/, named GNP2, were found on the human and mouse genomes, with
an identity of 96.8% between them. The first 20 residues of the amino terminus correspond to the sequence directly obtained from the two iso-
enzymes purified from the BHK-21 line cell [16]. The pipelines indicate the conserved exon-intron boundaries in human GNP/ and GNP2 tran-
scripts. Conserved catalytic residues are highlighted in bold whereas allosteric-site residues are underlined.

3. Results

3.1. Sequence search and analyses

Two different sequences encoding putative GlcN6P-deami-
nases were detected in the human genome as described in
Section 2 (Fig. 1). One of these sequences, which we named
GNPI, is located in chromosome 5 (5g31) [35] and encodes a
product of 289 residues with a predicted molecular mass of
32.6 kDa. This gene is actively transcribed in different tissues
(Table 2). The deduced product of GNPI corresponds in size
and sequence to the recombinant human GlcN6P-deaminase
described elsewhere [7.9]. The second sequence, GNP2, is lo-
cated in chromosome 4 (4pl13) and encodes a product of 276
residues with a predicted molecular mass of 31.08 kDa. The
functionality of GNP2 was assessed by the identification of
specific expression sequence tags from normal tissues and
transformed cells (Table 2).

The products of GNP/ and GNP2 share 87% identity and
94.5% similarity throughout their sequences. Both genes are
interrupted by five introns located at identical positions. Its is

important to notice that the amino terminus of each one of
these products matched with one of those obtained by direct
sequencing of the enzymes purified from hamster cultured
cells (Fig. 1) [16].

3.2, Crystallographic structure determination and refinement of
the human GNP/

Crystals of the recombinant human GNP1 were obtained in
complex with the allosteric activator GIcNAc6P, the compet-
itive inhibitor 2-deoxy-2-amino-p-glucitol-6-phosphate, am-
monia and inorganic sullate (Table 1). The amount of unique
reflections resulted enough to process the complete asymmet-
ric unit and to refine individual atomic isotropic B factors.
The three-dimensional structure was determined by molecular
replacement using the structure of the hexamer of the E. coli
GlcN6P-deaminase (PDB entry 1DEA) as initial model and
was refined at 1.75 A resolution. The final model has an
R=0.20 and an Rge.=0.22. The asymmelric unit contains
six monomers (5X274 a.a.+1 X281 a.a.) with one allosteric
activator, one trehalose molecule and one sulfate ion in alter-



66

nate conformation with a competitive inhibitor in each mono-
mer. One additional sulfate ion appeared in the inter-hexame-
ric crystal contacts. The C-terminal end presented an electron
density visible only up to residue Glu274 in five of the six
monomers in the asymmetric unit. Residues Lys275 to
GIn289 were totally disordered in almost all the monomers,
with the exception of monomer ‘A’ where a longer chain was
visible up to residue 281 (Fig. 2). In this case, residues 278 to
281 showed crystalline contacts with a neighboring hexamer.
No density was detected [or residues 282 to 289 in monomer
A

3.3. High structural similarity of GNPI with the E. coli
enzyme, with the largest differences at the active-site region
and in the C-terminus

The asymmetric unit of GNPl contained the biologically
active particle, a hexamer with non-crystallographic 32 sym-
metry. A structural alignment by rigid-body superposition be-
tween the E. coli and the GNP1 hexamers showed an RMSD
of 1.15 A with 1560 o carbon atoms included in the super-
position (260 o carbon atoms per monomer). The monomer

fold was the same as in the E. coli enzyme [10].

3.4. The C-terminus

Although GNPI and the E. coli enzymes share the same
[old, GNPI is longer in sequence and a rigid-body superpo-
sition between the two monomeric structures showed large
differences in the main chain at the C-terminus starting at
residue Leu258. In GNPI1 a new structure was present with
a short helix (residues 259 to 266) and an extended loop (res-
idues 267 to 274) (Fig. 2). This extended loop builds an an-
chor of the helical structure (249-266), which supports the
loop 240-249, responsible [or the inter-monomeric interac-
tions close to the two-[old axis of the hexameric particle.
This inter-monomeric surface is rather flexible in the E. coli
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enzyme and is part of the core supporting the 13° rotation
associated with the allosteric transition. The anchor in the
C-terminus of the E. coli enzyme is much more [lexible than
the one found in GNP1 and this can be one of the structural
properties generating the differences in allosteric behavior.

3.5. The active site

Many of the differences between GNPl and the E. coli
deaminases were located in the substrate-binding loops of
the active site, in particular in the active-site lid (residues
162 to 182) and the phosphate-binding loop (residues 41 to
44). The o carbon atoms of these residues were more than 0.8
A apart when both structures were superimposed
(RMSD =043 A for 213 o carbons closer than 0.8 A) (Fig.
3A).

A detailed analysis of the six active-site cavities in the differ-
ent monomers of GNPI showed a sulfate ion and a molecule
of 2-deoxy-2-amino-p-glucitol-6-phosphate (the competitive
inhibitor) in each active site, both molecules in alternate con-
formations. This molecules presented partial occupancy and
shared similar coordinates in the phosphate-binding site. The
rotamers of the catalytic residues were the same in the six
monomers in the asymmetric unit.

The residues in the active site of the GNP1 and E. coli
enzymes are fully conserved, with the remarkable exception
of Ser43 (Gly in E. coli). This side chain is placed in good
geometry to build a hydrogen bond with the phosphate moi-
ety of the inhibitor (or the sulfate ion) in the human enzyme.
Moreover, Ser43 is located in the phosphate-binding loop
(residues 41-44), which is one of the few regions where sig-
nificant differences appeared between geometries (Fig. 3). Res-
idue Ser43 also appears in good geometry to bind Argl72,
which is a substrate ligand, and therefore potentially able to
compete with the substrate for this residue, leading to a con-
formational change of the active-site lid (residues 162-185).

Table 2

Expressed sequence tags for several GNPI and GNP2 genes

Organism Enzyme Length (aa) Entry type Tissue ID number
Human 1 1-289 Chromosomal - gil 13643897
Human 1 1-197 EST Hypothalamus gil 15494294
Human 1 1-213 EST Testis gi| 15253870
Human 1 1-224 EST Kidney 2i| 13337909
Human 1 1-199 EST Pancreatic islets gi] 180468
Human 2 1-276 Chromosomal - gil 13628777
Human 2 1-205 EST Hypothalamus gil 15490182
Human 2 1-140 EST Testis gil13999823
Human 2 1-103 EST Kidney gil 5887273
Human 2 154-276 EST Kidney gil 13335729
Human 2 1-150 EST Pancreatic islets gi| 15688350
Human 2 1-168 EST Leiomyosarcoma line cells gil 10346591
Human 2 1-166 EST Adenocarcinoma line cells gil12613723
Mouse 1 1-289 cDNA Testis 2115353760
Mouse 1 1-289 cDNA Testis 2116754029
Mouse 2 1-276 cDNA Testis gil 12853906
Mouse 2 1-276 cDNA 8-day-old embryo 2i] 12856903
Hamster | 1-289 cDNA Testis gil 1177524
Bovine 1 1-42 Peptide Kidney extraction Lara-Lemus et al. [7]
Bovine 1 1-167 EST Mammary tissues £i]9607266
Bovine 1 1-155 EST Mammary tissues 219602899
Bovine 1 1-163 EST Mammary tissues 2119596706
Bovine 1 57-174 EST Mammary tissues 2i16860672
Dog 1 158-289 cDNA Testis gi| 18818168
Dog 2 208-276 cDNA Heart £i]23702039

The GNPI and GNP2 genes encode three GleN6P-deaminases enzymes in H. sapiens, M. musculus and C. familiaris. Both genes are actively ex-
pressed in several tissues and in four cases they arc co-expressed (hypothalamus, testis, kidney and pancreatic islets).
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Fig. 2. Stercoscopic image of the human GNP1 C-terminus. The long C-terminus of the human GNPI monomer A (from residue 259 onwards)
interacts with the rest of the protein by hydrophobic interactions (residues lIled, Leu6, Trpl5, Tyrl9, Met259, Leu265 and Val266 in purple) as
well as a series of hydrogen bonds involving main chain and side chain residues (indicated by dashed red lines).

The lid presented conformational differences among the
different monomers in the inhibitor-bound human enzyme
(Fig. 3A), all different from the catalytic conformation of
the lid found in the E. coli enzyme. We interpreted these
differences as conformational disorder in the active site, which
is a characteristic of GNPI1. In the bacterial enzyme, a unique
conformation of the active-site lid is observed when the inhib-
itor occupies this cavity, even when phosphate ions were used
as precipilants at 2-4 M concentration [10]. All the mentioned
conformational differences enlarged the GNPI active-site cav-
ity (as compared to the E. coli cavity) and changed the general
coordination of the phosphate moiety in the substrate.

It is a very uncommon feature for the largest structural
differences between orthologous enzymes to be located in
the active site, in particular in the substrate-binding amino
acids (Fig. 3A,B).

3.6. The allosteric site

The allosteric site in GNPI is placed in a cleft between two
monomers as in the E. coli enzyme [10]. Additionally, a new
hydrogen bond between the activator Ol atom and the second
monomer His262 NE2 atom was observed. This interaction,
which is not present in the E. coli enzyme, might be related to
the higher affinity observed in GNPI for the allosteric activa-
tor [9.11]. His262 is part of the longer C-terminus GNP1 and
is not present in the E. coli enzyme.

3.7. Computer model of the short human GleN6 P-deaminase
The products of GNPI and GNP2 share an identity of 87%
distributed evenly throughout the length of the alignment
without gaps (Fig. 1). As expected, many of the diflerences
were located at the surface of the protein. Nevertheless, some
of these mutations appeared in positions close to the active
site. These are Phe88Tyr, Phel73Tyr, and Argl72Lys (first the
amino acid in GNPI1 and alterwards the one in GNP2). The
Phe to Tyr substitutions added hydroxyl groups to the side
chains, generating close contacts (2.3 A distance) with the

phosphate-binding loop (residues 41-44). Additionally, new
hydrogen bonds were built along the main chain of the loop
without changing the hydrophobic interactions at side chains
88 and 173 present in the crystallographic structure of the
long enzyme. Furthermore, both minimization and molecular
dynamics procedures (see Section 2) relocate the phosphate-
binding loop. The relocation approached the loop to the ac-
tive-site cavity without changing the hydrophobic interactions
around the aromatic rings of residues 88 and 173 (Fig. 4).
This rearrangement might be sufficient for the stabilization
of the active-site lid and the optimal binding conformation
of the inhibitor.

4. Discussion

Here we present the identification ol two GlcN6P-deami-
nase genes (GNP/ and GNP2) in the completely sequenced
genomes of human and mouse (Fig. 1). Kinetic and structural
studies show that both enzymes share the same fold, both are
hexameric particles in solution, present the same catalylic ac-
tivity with the same substrates, and share the same allosteric
activator [0,7,9]. Moreover, these genes are often expressed in
the same tissues. However, their lengths are different (276 and
289) as well as some amino acids in the proximity of the
active-site cavity. We found that 15 residues in the C-terminal
region of GNP1 are completely disordered in the crystallo-
graphic structure. The amino acid sequence ol this C-terminal
segment is very uncommon, as more than 50% of the residues
are charged. Our search for footprints within this sequence
did not produce any positive result. We cannot assign any
specific function for this segment.

The three-dimensional structure of GNP1 shows different
conformations for the active-site lid in all the six independent
monomers in the crystal. Interestingly, none of them corre-
sponded to the conformation observed in the E. coli enzyme.
Moreover, in all monomers, the phosphate-binding loop is
displaced 1.0 A from the position known to generate the cat-
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Fig. 3. Rigid-body superposition of the six monomers of human GNP1. The superposition leads to root mean-square deviations between 0.303
and 0.196 A. The monomers B and F (chains in red and purple) presented the largest differences in the main chain of the active-site lid (resi-
dues 162-182). A: Conformations of the active-site loops in human and E. coli enzymes. The main chains of monomers A, C, D and E are
not shown for simplicity. The active-site lid of monomer F presents an additional hydrogen bond between the Glul77 side chain and the main
chain oxygen of Arg79 of a neighboring hexamer. The structure of the E. coli GleN6P-deaminase in complex with the competitive inhibitor
molecule is shown in green whereas the structure of the same enzyme free of active-site ligands is shown in yellow., Another significant differ-
ence between the human GNPI and the E. coli enzyme is at the phosphate-binding loop at residue Ser43 where there is a distance of around
I A between corresponding Co carbons. B: Conformational disorder at the active-site lid found in the human GlecN6P-deaminase-inhibitor
complex. GlcN6P-deaminase chains shown are: A (chain in brown), B (chain in red) and F (chain in purple). The E. coli cnzyme is represented
in green. The side chains of Argl72 and Phel73 show conformational disorder in the active-site lid of the human enzyme. The monomer A has
alternate conformations in Ser43 and Argl72. The alternative conformations of Ser43 show different interactions, onc bound to the phosphate
of the inhibitor (or sulfate ion) as well as to Arg 172 and the other bound only to Arg 172. This geometry is not observed in the E. coli en-
zyme.

alytic conformation in the E. coli enzyme. The phosphate
moiety of the substrate is thus in a different position and
the Cl, Ol1, C2 and N2 atoms, which participate in the iso-
merization reaction, did not present electron density in most
of the monomers. The catalytic reaction region is usually the
most conserved portion of all enzymes. In contrast, the com-
puter model of the human GNP2 presented the phosphate-
binding loop in a conformation similar to that of the E. coli
enzyme.

Two dilferent allosteric systems (V- and K-type syslems)
have been reported in the literature for GlcN6P-deaminases
isolated from bovine and canine kidneys. GNP1 can be iden-

tified with a V-type allosteric system, which is found in bovine
and recombinant human enzymes [7,9]. We suggest that the
product of the human and mouse GNP2 genes might be iden-
tified with the K-type allosteric system isolated from canine
kidney [6] given their similarity of molecular weights and dif-
ferences observed in its kinetic behavior with that of the
GNPI1 product [7,9]. GNP2 seems to be significantly similar
to the E. coli GlcN6P-deaminase in its kinetic behavior and in
the active-site structure, and therefore we suggest that it can
be a catabolic enzyme, optimized for reaction rate accelera-
tion. In contrast, GNP1 is related to an unusually high affinity
for ammonia (the B. raurus enzyme presents a Ky, for ammo-



R. Arreola et al IFEBS Letters 551 (2003) 63-70

69

fnfibiter
LysZag

inhibiter

LysZes

Fig. 4. Computer model of human GlcN6P-deaminase (GNP2). The crystallographic structure of GleN6P-dcaminase from E. coli is shown in
green, aligned with the crystallographic structure of human GleN6P-deaminase (monomer F, in purple). The F monomer presents the active-
sitc lid in a conformation that builds the smallest active-site cavity. The orange chain is the minimization of the computer model of the GNP2
gene product. This enzyme has two mutations in the active-site lid (residues 162-182): Argl72 is changed to Lys and Phel73 changed to Tyr.
A third mutation neighboring the phosphate-binding loop (residues 40-45), is Phe88, which is also changed to Tyr. The changes in residues 88
and 173 add two OH groups, generating close contacts with the phosphate-binding loop. In these conditions, the energy minimization displaced
this loop to a position similar to that observed in E. coli GleN6P-deaminase.

nia of 3.7 mM) [7] in contrast to the E. coli enzyme with a K,
of 18 mM. [11]. Moreover, the structural differences observed
around the active site of GNP1 when compared to the E. coli
enzyme might be the result of a structural optimization to-
wards a slightly different function as, for example, ammonia
binding, since the transition-state analogue of the reaction
binds in a disordered fashion.
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Resultados adicionales.

Durante el desarrollo de este proyecto y conforme a los objetivos originales, se realizé un
estudio comparativo de las secuencias peptidicas de la familia de las GIcN6P desaminasas. De los
resultados previos se desprende que la secuencia de las regiones relacionadas con el reconocimiento de
substrato y la regulacién alostérica, entre las GIcN6P desaminasas I y IT de mamiferos y la proteina de
E. coli, son variables. Estas variaciones se localizan en la tapa del sitio activo, en el asa de ligadura de
fosfato del substrato y en el extremo C-terminal. Un andlisis del alineamiento de secuencias de
proteinas hipotéticas similares a las GIcN6P desaminasas humanas y de E. coli muestra heterogeneidad
en las regiones antes mencionadas. Las modificaciones en dichas regiones comprenden cambios en la
secuencia de aminodcidos asi como en algunos casos inserciones y/o recortes en la misma,
observdndose proteinas de diversas tallas (de 212 hasta 311 aminodcidos). La secuencia mds corta
encontrada corresponde a la probable GlcN6P desaminasa de Mycoplasma capricolum, de la cual se ha
realizado un estudio teérico estructural que predice la conservacién del plegamiento [74] con la
consecuente pérdida de la zona de regulacién alostérica y de oligomerizacién conocidas para la
GIcN6P desaminasa de E. coli. Dichas regiones son posteriores a la posicién del residuo Lys208,

tiltimo residuo 100% conservado, y que une el fosfato del substrato. Los métodos empleados fueron la

prediccién de estructuras secundarias (se predicen el 88% de las hélices y hebras B) y modelado
computacional por homologia de secuencias con la estructura cristalografica conocida de E. coli [21].
La identidad entre la GIcN6P desaminasa de E. coli y M. capricolum es de 33% y una similitud de 65%
considerando 205 aminodcidos. Los residuos 100% conservados suman 68 aminodcidos entre los
cuales estdn los residuos cataliticos (Asp72, His143 y Glul48), de union al substrato (Thr41, Gly42 y
Lys208) y residuos comprometidos estructuralmente (Gly38, Pro45, Tyr49, Glu73, Glyl42 Phel74 y
Gly205) entre otros. Con el andlisis de este modelo surge la inquietud de conocer cuales son las
regiones estructurales y funcionales mds conservadas asi como las sujetas a variacion en el
plegamiento de la GIcN6P desaminasa asi como la necesidad de cuantificar cual seria el nimero
minimo de aminodcidos del plegamiento que podria mantener la funcién catalitica, el cual podria estar

alrededor de los 210 aminodcidos.
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Relaciones de parentesco entre las GIcN6P desaminasas. La biisqueda de secuencias
realizada con las secuencias peptidicas de la GIcN6P desaminasa | humana y de E. coli produjé 68
secuencias similares en diversos organismos (apéndice 1). Las secuencias encontradas fueron
seleccionadas manualmente por los siguientes criterios: a) por la identidad que mostraron con la
secuencia semilla y por la longitud de la regién alineada, b) por la presencia de los aminodcidos
cataliticos, de unién al substrato y aminodcidos conservados con importancia estructural, ¢) finalmente
se consider6 el valor "e" expectativa minimo de 5e-09, generado por el programa Psi-Blast [75] en la
primera iteracién usando la secuencia de E. coli como semilla, para validar que las secuencias
seleccionadas fueran homdlogas. Durante la seleccién se consideré que las secuencias tuvieran un
minimo en el alineamiento entre los residuos 36 y 232 de la numeracién de E. coli. En este intervalo se
localizan la mayoria de los residuos 100% conservados. El alineamiento final fue curado manualmente
e incluyé algunas secuencias que no fueron localizadas con el Psi-Blast del National Institutes of
Health (que fueron localizadas en los bancos de datos de las siguientes instituciones: the Institute for
Genomic Research, The Sanger Institute, Advanced Center for Genome Technology y KEGG: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) y que fueron seleccionadas por los mismos criterios.

De las secuencias localizadas 58 son probables GlcN6P desaminasas las cuales pertenecen a
diversos grupos taxonomicos. Se encontraron 22 secuencias de Firmicutes, 16 de Eukaryota (cordados,
hongos, giardias, insectos, nematodos), 9 de Proteobacteria, 3 de Mollicutes (micoplasmas), 5 de
Actinobacteria, 2 de Spirochaetales, 1 de Bacteroidetes y | de Fusobacteria. Otras 10 secuencias son
de proteinas similares a la GIcN6P desaminasa con diferente especificidad de substrato, entre las que
se encuentra la Galactosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli. Se encontraron adicionalmente 11
secuencias parciales de probables GIcN6P desaminasas en otros grupos como Chlorophyta (algas
verdes), Viridiplantae (plantas verdes), Kinetoplastida (tripanosomas), Apicomplexa (plasmodios), y
Entamoebidae (amibas). Estas iltimas secuencias fueron descartadas para el andlisis por estar
incompletas. De esta coleccién de secuencias sélo a 3 se les ha comprobado la actividad catalitica de
GIcN6P desaminasa y son: Escherichia coli, Homo sapiens, y Candida albicans [30]. Por otro lado a la
Galactosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli, (producto peptidico del gen Agal) se le ha comprobado
la actividad de desaminacién pero actuando sobre un compuesto muy similar (galactosamina-6-fosfato)
[11].

La secuencia de probables GIcN6P desaminasas puede ser encontrada en todos los niveles de
complejidad bioldgica, sin embargo, no es universal. La secuencias de DNA que probablemente

codifican para esta enzima no se han encontrado en algunas especies de bacterias como en
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Helicobacter pylory y Mycoplasma genitalum, en algunos eucariotas como Schizosaccharomyces
pombe y Saccharomyces cerevisiae, ni en arqueobacterias. Adicionalmente, en Saccharomyces
cerevisiae tampoco se ha encontrado la actividad de dicha enzima al igual que en algunas cepas que no
son patégenas de C. albicans [28]. Por otro lado, aunque se ha localizado la secuencia de la probable
GIcN6P desaminasa de la planta Oriza sativa (arroz), no se ha encontrado en Arabidopsis thaliana ni
en otras plantas como el maiz y la papa.

El andlisis de las probables GIcN6P desaminasas con valores de expectativa entre e-158 y 2e-
26, encontré 19 aminodcidos 100% conservados, los cuales fueron localizados sobre el plegamiento
conocido de la GlcN6P desaminasa de E. coli (figura 18): Gly38, Thr41, Gly42, Tyr49, Asp72, Glu73,
Gly139, His143, Asnl47, Glul48, Thr157, Leul62, Thr166, Phel174, Prol182, Gly189, Lys208, His232
y Asp240.

T166 P182

L1862
G139

El148

N147

H143

K208

G189

T157

H232

D240

Figura 18.- Posicion de los 19 residuos 100% conservados en las GlcN6P
desaminasas. Los residuos estdn en color verde, en modelos de tubos y esferas. La
traza de la cadena estd dibujada en listones con tres colores: morado para hélices, en

blanco asas y amarillo las hebras B.
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Entre éstos estdn los residuos cataliticos (72 ,143 y 148), de unidn al fosfato del substrato (41,
42 y 208) y residuos comprometidos estructuralmente (como residuos que unen la tapa del sitio activo
o presentan restricciones funcionales un torno a los residuos cataliticos). Las secuencias pertenecientes
al grupo de la Galactosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli s6lo presentan 8 residuos 100%
conservados los cuales son: Gly42, Asp72, Glu73, Gly139, His143, Asnl147, Gly189 y Lys208. Estos
estdn restringidos a residuos cataliticos (72 y 143), de unién al fosfato del substrato (42 y 208) y a
algunos residuos comprometidos estructuralmente. Dichas secuencias presentan valores deexpectativa
entre 6e-20 y 5e-09.

Respecto a las GIcN6P desaminasas humanas, se aprecian en la tabla 12 las identidades entre
éstas y las de otros metazoarios. Se muestra que no es posible definir por el porcentaje de identidad si
la GIcN6P desaminasa I o la GIcN6P desaminasa II corresponden a la enzima tnica para otros
metazoarios ya que estos valores son similares. Sin embargo, se pueden identificar las posiciones de

aminodcidos (tabla 13) que distinguen la GlcN6P desaminasa I de la II.

Tabla 12.- Identidades de la GIcN6P desaminasas 1 y 2 humanas con algunos organismos
Metazoarios, bacterias y hongos.

Especie GleN6PD1 Identidad global GlcN6PD?2 Identidad global
Ciona intestinalis 74% 76%
Takifugu rubripes 76% 77%
Drosophila melanogaster 67% 71%
Caenorhabditis elegans 64% 64%
Candida albicans 40% 42%
Aspergillus fumigatus 55% 57%
Giardia intestinalis 1 33% 34%
Giardia intestinalis 2 32% 33%
Oriza sativa 28% 28%
Corynebacterium glutamicum 33% 30%
Mycoplasma capricolum 23% 24%
Tnab-bglb E. coli1103281 23% 23%
GalN6P desaminasa de E. coli 17% 18%

Identidades calculadas globalmente.

El andlisis comparativo para un grupo seleccionado de 19 secuencias representativas (figura 19)
permite definir 2 grupos principales: a)Proteobacteria / Spirochaetales / Bacteroidetes /

Fusobacteria / Eukaryota, b) Firmicutes / Mollicutes. Las secuencias de las posibles GlcN6P
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desaminasas de Giardia intestinalis (Diplomonadida) y de Streptomyces coelicolor (Actinobacteria)
aparecen cerca del origen y se parecen poco entre si y a las de Eukaryota y Proteobacterias. El grupo
de Diplomonadida son eucariotas unicelulares considerados primitivos, ya que carecen de

mitocondrias, que aparecen entre el origen y la raiz del grupoa y b.

Tabla 13.- Comparacién de la posiciones de aminoéacidos que distinguen GIcN6PD1 de la
GlcN6PD2.

No. Posicion Residuo GlcN6PD1 GlcN6PD?2 Propiedades alteradas
1 Cercano al C-terminal 21 Arg Cys Posiblemente estabilidad
2 Sitio Activo 88 Phe Tyr Unidn de substratos
3 Sitio Activo 172 Arg Lys Unién de substratos
4 Sitio Activo 173 Phe Tyr Union de substratos
) C-terminal 275 Lys Gly Posiblemente estabilidad
6 C-terminal 276 Glu Asn Posiblemente estabilidad

Sélo unos poco residuos permiten diferenciar entre las GlcN6PD1 y la GleNPD2 de mamiferos.
Los pocos cambios de importancia estdn relacionados con el sitio activo y el extremo C-terminal.

GIcN6P desaminasas: hexaméricas (alostéricas) y no hexaméricas (no alostéricas). Es
interesante notar que los grupos de Eukaryota y Proteobacteria aparecen cercanos entre si y alejados
de Firmicutes (figura 19). Una caracteristica que une a las secuencias de ambos grupos es que todas
son probables proteinas hexaméricas con geometria 32 (excepto C. albicans), caracteristica asociada al
alosterismo. Las proteinas hexaméricas conservan las asas con residuos importantes que hacen posible
la oligomerizacién. Residuos relacionados con la transicién alostérica y la unién del activador estdn
conservados entre ambos grupos (N-terminal, Argl58, Lys160, Thr161, Tyr254). Esta caracteristica
también es compartida por las secuencias de Spirochaetales, Bacteroidetes, Fusobacteria 'y
Actinobacteria (aunque este ultimo grupo presenta la mayor divergencia entre las hexaméricas y sale
en la base del drbol). Es importante relatar que los grupos con enzimas hexaméricas, dadas su
similitudes estructurales y funcionales parecen compartir un ancestro comin mds reciente para la
enzima GIcN6P desaminasa que con Firmicutes (excepto tal vez Actinobacterias). Sin bien se
considera que el origen de la mitocondria estd en algun grupo ancestral de bacterias relacionado con
Proteobacteria, bien podria tratare de un gen transferido desde la mitocondria durante el proceso de
endosimbiosis que le dio origen.

Las secuencias de aminodcidos de las probables GIcN6P desaminasas de Firmicutes revela que

no son enzimas hexaméricas ya que carecen de las estructuras que forman el eje de simetria dos y de
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los residuos relacionados con el alosterismo, si bien la secuencia de B. anthracis (estd secuencia no se
incluyd en el andlisis de la figura 19) alcanza la talla suficiente, pero no presenta los residuos de la
firma para la dimerizacién, ni tampoco conserva los residuos del alosterismo 158, 160, 161 y 254.
Recordemos que la Tyr254 es un residuo clave en la estabilizacién de la transicion alostérica de los
conférmeros T a R [11]. Ademds, el N-terminal que es importante para unir al fosfato del activador
alostérico presenta al menos 8 residuos extras. Tener residuos extras en el extremo N-terminal podria
resultar en la destruccién de la cavidad alostérica como se conoce en las enzimas de la GIcN6P
desaminasa humana I y de E. coli o en la posibilidad de tener otro tipo de oligomerizacién. El grupo
de Diplomonadida (giardias) presenta una sola especie y dos secuencias de las cuales una podria ser un
probable hexdmero por la talla de la misma aunque, como el caso de B. anthracis, presenta un N-
terminal largo. Otro dato interesante en las giardias es que no ha sido detectada actividad de GIcN6P
sintasa [3] lo cual sugiere que una de las dos GIcN6P desaminasas sea una enzima fisiolégicamente

orientada a la biosintesis, recordemos que la falta de una GIcN6P sintasa es letal.

Streptomyces coelicolor Actinobacteria
Giardia intestinalis 1 Diplomonadida
Candida albicans Ascomycota

Eukaryota

Ciona intestinalis .

}—w Eumetazon
Homo sapiens 1
- Spvrochaetes
- Fusobacterias
- Proteobacterias
Porphyromanas gingivalis ——— Bacieroideies
Clostridium perfringens  lostyidicz e

Lactacoccus lactis 1 . o
{ }. LACLODAtIHRICS
Listeria innocua 1

L Staphylococcus aureus  Staphviccoocacess

Borrelia burgdorferi

Fusobacterium nucleatum -

Escherichia Coli o

eLe

ek

{Oceanobacilius iheyensis o

Bacillus halodurans

—— Bacillus subtilis 1

Bacillus subtilis 2

Mycoplasma capricolum Mollicutes

sepend

Galactosamina 6-fosfato desaminasa de E. cofi

Figura 19.-Arbol construido por mdxima parsimonia con 19 secuencias representativas.
En el drbol se puede apreciar que las secuencias estdn divididas en dos grupos
principales: a)Proteobacteria /Spirochaetales/ Bacteroidetes/ Fusobacteria /Eukaryota,
b) Firmicutes/Mollicute. Diplomonadidad y Actinobacteria quedan en la base del drbol.

La GalN6P desaminasa de E. coli fue elegida como el grupo externo.
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La proteina de C. albicans no es una enzima hexamérica y presenta un dimero en equilibro con
una fraccién monomérica [30]. La secuencia que se presenta en torno a la regioén del eje de simetria tres
es poco conservada respecto a las enzimas hexaméricas (35% de identidad y 51% de similitud). Sin
embargo, la conservacion de esta regién sugiere que la enzima de C. albicans pudo ser una enzima
hexamérica como la de otros Eukaryota. La region del eje de simetria dos estd casi perdida por la talla

de la secuencia aunque son mantenidos la Leu247, la Lys248 y la Lys250.

El grupo de la Galactosamina 6-fosfato desaminasa. La Galactosamina 6-fosfato desaminasa
es una enzima de E. coli codificada por un gen pardlogo (agal) al de la GIcN6P desaminasa (nagB) y
realiza una reaccion similar [11]. Las secuencias localizadas de este grupo de enzimas son muy pocas
pero tienen representantes tanto en Firmicutes como en Proteobacteria. Estas secuencias se localizan
con los valores de expectativa mds bajos, entre 6e-20 y Se-09 por debajo de los valores para probables
GIcN6P desaminasas (2e-26) tomando como secuencia semilla la de E. coli (expectativa e-158). En
Eukaryota no se han localizado secuencias pertenecientes a este grupo. Los representantes de
Proteobacteria son unicamente E. coli y S. flexneri. E. coli ademds presenta otro gen pardlogo de nagB
ademas de agal. El gen tnab-bglb2 que codifica para una proteina hipotética cuya funcién no estd
definida, pero en funcién de los residuos conservados, probablemente realice una reaccion similar a la
GIcN6P desaminasa y a la GalN6P desaminasa. Este grupo de enzimas comparte con la GlcN6P
desaminasa 8 residuos 100% conservados los cuales son: Gly42, Asp72, Glu73, Glyl139, His143,
Asnl47, Gly189 y Lys208. Estos estdn restringidos a residuos cataliticos (72 y 143), de unién al fosfato
del substrato (42 y 208) y a algunos residuos comprometidos estructuralmente. Sin embargo, no
comparten la firma para la hexamerizacion y alosterismo lo cual sugiere que no son enzimas
hexaméricas. Este grupo de secuencias comparten con las GIcN6P desaminasas otros residuos que no
siempre son 100% conservados como Asn/Aspl4l, Glu/Met/Leul48, Gly/Serd3, Thr/Serd4,
Thr/Gly/Ala41, Pro/Vald5, Tyr/Phe74 y Tyr/Cys/Val/Thr85. El grupo de las GalN6P desaminasas
presenta modificaciones en la secuencias y tamafio de las hipotéticas tapas del sitio activo respecto a
las GIcN6P desaminasas y entre ellas mismas, lo que sugiere que existen diferencias en la especificidad

hacia los substratos.

El grupo de la 6-fosfogluconolactonasa. Adicionalmente, también se pudo detectar a otro
grupo de enzimas con secuencias relacionadas a las GIcN6P y la GalN6P desaminasas que fueron

identificadas como la secuencia de la 6-fosfogluconolactonasa, una enzima de la via de las pentosas.
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Los valores de expectativa para esta enzimas son menores a 5e-09.

Esta enzima convierte la 6-fosfoglucono-3-lactona en 6-fosfogluconato al incluir una molécula
de agua en el C1 (figura 20). Estas enzimas también conservan los aminodcidos de apertura y reaccion
catalitica del substrato (Asp72, Asn/Aspl41, His143) y aquellos que unen al sustrato fosfatado (Gly42,
Gly/Ser43, Thr/Ser44, y Lys208) y algunos estructuralmente importantes (Glu73, Gly137, Gly142 y
Gly205). También presentan grandes cambios hacia los extremos N y C-terminales y en las asas que
forman la cavidad del sitio activo. En estas secuencias se presentan cambios de residuos de forma
permanente generando firmas distintas como el residuo de la posicién 74 donde de una Tyr en las
GIcN6P desaminasas cambia a Arg de forma constante en 6-fosfogluconolactonasas. Otro ejemplo es

la posicién 146 donde se observa una Ser en lugar de una Phe. La Ser146 y Arg74 podrian formar parte

de los residuos de catilisis al estar muy cerca de la posicién donde se ubicaria el C1 con la funcién 8-

lactona. A estas secuencias no se les realizo un andlisis de traza evolutiva.

0, 0
ey : 5
C=0 Hzo H C‘
H- C- OH L j H-C-OH
|
go-c-g 9 > HO-C-H
|
H-CI-OH H~(|3-0H
C H-(IT-OH
I ).
CH,-OPO* CH,-OPO,
6- Fosfoglucono- §- lactona 6- Fosfogluconato

Figura 20.- Reaccion catalitica realizada por la 6-fosfogluconolactonasa.

Andlisis de traza evolutiva: de la GIcN6P desaminasa. El anilisis de traza evolutiva
identifica 19 residuos 100% conservados en 50 secuencias consideradas de probables GIcN6P
desaminasas incluidas las secuencias de E. coli, humano y C. albicans. Se identifican 18 residuos
internos conservados y 1 residuo externo conservado. Adicionalmente identifica 8 residuos internos
clase-especificos. Todos estos residuos (27 en total) fueron localizados sobre el plegamiento de la
GlcN6P desaminasa de E. coli (figura 21).

El programa Tracesuitll organiza automaticamente las secuencias en 7 grupos principales: 1)
Eukaryota / Proteobacteria / Spirochaetes / Bacteroidetes / Fusobacteria, 2) Actinobacteria, 3)

Diplomonadida(giardias), 4) Firmicutes: Clostridiaceae / Thermoanaerobacteriales / Bacillaceae, 5)
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Firmicutes: Lactobacilalles/Listeraceae 6) Firmicutes: Staphylococcaceae, y 7T) Mollicutes
(micoplasmas). En los dos primeros grupos se presentan enzimas probablemente hexaméricas y
alostéricas, mientras que los 5 grupos restantes probablemente no lo sean (figura 22).

Los residuos internos y externos conservados (IC y EC: 19 residuos) asi como los residuos
clase especificos (ICS: 8 residuos) se ubican en torno a la cavidad catalitica formando las paredes del
sitio activo, excepto en la parte superior que corresponde a la tapa del sitio activo. Estos residuos
envuelven y contactan al andlogo del estado de transicién parcialmente (figura 21). Los residuos IC,
EC e ICS se asocian en una red de puentes de hidrégeno con la cadena principal y algunas cadenas
laterales. Esta red de puentes de hidrégeno se divide en tres secciones funcionales (figura 21). Por un
lado, los residuos del asa catalitica que presenta los aminoacidos que realizan la apertura del anillo de
glucosa, (la etapa de la catdlisis uno, residuos 139, 143, 146, 147, 148, 189, 240) junto con uno de los
residuos que unen el fosfato del substrato en el inicio de la hélice 7 (208). Por otro lado, los residuos
cercanos al residuo catalitico Asp72 y que su mayoria intervienen en la etapa de la catélisis dos (71, 73,
74, 85, 157). La dltima seccién son los residuos relacionados con las asas de ligadura del fosfato del
substrato (38, 40, 41, 42, 49) y residuos de la hebra E (134, 136 y 137). El tnico residuo que no esta
formando parte de esta red es la His232 que presenta un puente de hidrégeno con la cadena principal

aparentemente importante para mantener dos asas unidas.
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Figura 21.- A) Residuos 100% conservados y clase especificos localizados con el Andlisis de Traza
Evolutiva. En la superficie se muestran los residuos conservados internos (en verde obscuro), externos
(en azul) y Clase especificos (en violeta). Para A y B en azul claro la molécula del inhibidor. Se
observa que la mayoria de los residuos conservados y clase especificos se organizan en torno a la

cavidad del sitio activo. La traza de la cadena estd dibujada en listones con tres colores: morado para

hélices, en blanco asas y amarillo hebras B. B) Los residuos 100% conservados y clase especificos se
dividen en tres regiones funcionales: 1) Los residuos de la etapa de catdlisis uno (color magenta ), 2)
los residuos circundantes al Asp72 de la etapa de catdlisis dos (color azul claro) y 3) los residuos
relacionados con la asa de ligadura del fosfato del substrato (color rojo). El niimero 4 (color azul
obscuro) corresponde a residuos 100% conservados de la tapa y que contactan las regiones

cataliticas (1 y 2).
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Figura 22.- Arbol filogenético construido por TraceSuitll con las secuencias de las GIcN6P
desaminasas. Las lineas rojas verticales indican las particiones del drbol y los puntos sobre las lineas
son las ramas consideradas por las particiones. En éste drbol se puede apreciar que las secuencias
estdn divididas en 7 grupos principales en la segunda particion: 1) Eukaryota / Proteobacteria /
Spirochaetes / Bacteroidetes / Fusobacteria, 2) Actinobacteria, 3) Diplomonadida(giardias), 4)
Firmicutes:  Clostridiaceae / Thermoanaerobacteriales / Bacillaceae, 5) Firmicutes:
Lactobacilalles/Listeraceae 6) Staphylococcaceae, y 7) Mollicutes (micoplasmas). El grupo 1 y 2 son

probables enzimas hexaméricas y lo otros no.
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Analisis de traza evolutiva de la GIcN6P desaminasa y el grupo de la GaIN6P desaminasa
El andlisis consider6 las 50 secuencias de probables GIcN6P desaminasas y 10 secuencias del grupo de
la GaIN6P desaminasa e identifica a 8 residuos 100% conservados (tabla 14) de los cuales 7 son
conservados internos (Asp72, Glu73, Gly139, His143, Asnl47, Gly189 y Lys208) y 1 conservado
externo (Gly42). Adicionalmente, se identifican 4 residuos internos clase-especificos que junto con los
residuos anteriores (12 residuos en total) fueron localizados sobre la estructura tridimensional de la
GIcN6P desaminasa de E. coli (figura 23). El andlisis divide en 6 grupos las secuencias y excluye la
GalN6P desaminasa de E. coli y la pesible GleN6P desaminasa de C. glutamicum: 1) Grupo Listeria-4;
2) Grupo Listeria-3; 3) Mollicutes (enzimas no hexaméricas); 4) Actinobacterial Eukaryotal
Bacteroidetes/ ~ Spirochaetes/ — Fusobacterial ~ Proteobacteria  (enzimas  hexaméricas) 5)
Firmicutes/Diplomonadida (enzimas no hexaméricas); y 6) Grupo Listeria-2. De estos grupos
formados destaca el que contiene las enzimas hexaméricas, el de enzimas no hexaméricas, y los grupos
de Listeria-2, Listeria-3 y Listeria-4. Los grupos de Listeria representan a proteinas emparentadas con
probables diferentes funciones biolégicas y/o especificidad de substratos, debido a que presentan
diferencias en sus secuencias en sitios ya reconocidos como importantes para la especificidad y la

actividad catalitica de este plegamiento, como son la tapa del sitio activo, el asa de ligadura del fosfato

del substrato y el extremo N-terminal de la hélice a 3.

Tabla 14.- Residuos conservados se.tn el Andlisis de Traza Evolutiva

B GlcN6PD
IC 38, 41,49, 72, 73, 139, 143, 147, 148, 157, 162, 166, 174, 182, 189, 208, 232, 240
EC )
ICS 40,71,74, 85, 134, 136, 137, 146

- GleN6PD+GaIN6PD

Te 72,73,139, 143, 147, 189,208
EC 42
IS 41, 49, 85, 137

IC=Residuos internos conservados; EC=Residuos externos conservados; ICS=Residuos clase-

especificos. Los ICS hacen referencia a residuos que cambian en algunos grupos particulares y son

por lo general mutaciones correlacionadas.
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Figura23.-Residuos obtenidos con el Andlisis de Traza Evolutiva del alineamiento de secuencias entre
GIlcN6P desaminasas y GalN6P desaminasas. Residuos internos y externos conservados en azul claro
y verde obscuro (residuo 42 uinicamente) y residuos clase especificos en verde claro. La traza de la
cadena estd dibujada en listones con tres colores: morado para hélices, en blanco asas y amarillo
hebras B. La tapa del sitio activo fue retirada para dejar una mejor observacién. En otro tono de azul
y dentro del sitio activo la molécula del inhibidor en modelo de tubos y esferas. Los residuos rodean el
sitio activo en un anillo a nivel de los residuos cataliticos Asp72 e Hisl43. En A) se observa una
representacion con un modelo de tubos y esferas de los residuos conservados y clase especificos; en
B) se observan los mismo residuos en superficie y seiialados por flechas rojas se observan dos grupos

de residuos los cuales pertenecen a los residuos de las etapas de catdlisis uno y dos.
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Discusion resultados adicionales

Comparaciones estructurales del plegamiento entre la GlcN6P desaminasa I humana, la
de E. coli y su relacion con el analisis de traza evolutiva. Las sobreposiciones de estructura a
diferentes integradores muestran que las estructuras se sobreponen mejor en la regién central del
plegamiento justo sobre la base de la cavidad catalitica. Estructuralmente la geometria de la cadena
principal es muy conservada en torno a la cavidad catalitica, a excepcion de las asas moviles que
presentan diferentes conformaciones. Se puede observar en la sobreposicién realizada con el integrador
a 0.3 A que las regiones mas conservadas son la capa B central, principalmente las 4 hebras centrales
C, B, E, y F; asi como la capa 3 antiparalela con las hebras A ' (la hebra del residuo catalitico el Asp
72) B' y C'; el fragmento de los residuos 84 a 89 y la regién de control alostérico. Estas regiones
representan al parecer las zonas mds vitales del plegamiento asociadas a la transmisién del enlace
alostérico y a la etapa de catdlisis dos. El andlisis de traza evolutiva muestra los residuos 100%

conservados (residuos internos conservados y externos conservados), para GIcN6P desaminasas, que

estdn localizados en las hebras B centrales, la capa [3 antiparalela y las regiones funcionales que
presentan movilidad como son las asas cataliticas y de unién a fosfato. Los residuos considerados

como clase especificos no son 100% conservados y que estdn asociados a mutaciones correlacionadas,

se localizan en las B centrales, en la capa [ antiparalela y en el asa que interviene en la etapa de
catdlisis uno (reaccién de apertura del anillo de glucosa). En total los residuos internos conservados,
externos conservados y clase especificos son 27 y forman la cavidad catalitica y estdn asociados a las
regiones estructurales conservadas las cuales tienen funciones definidas.

Lo mads interesante de la disposicién de los residuos mds conservados en el plegamiento de la
GIcN6P desaminasa es que se organizan en 3 regiones en torno al sitio activo. Una region se define por
la cercania e interacciones (puentes de hidrogeno entre cadena principal) que hay entre sus
componentes. Cada region estd vinculada a funciones distintas. Las regiones son el asa catalitica de la
etapa de catdlisis uno, el asa de ligadura del fosfato y la regi6n en torno al residuo catalitico Asp72 que
realiza la etapa de catdlisis dos. Estas regiones se hayan en contacto y algunas son regiones méviles o
estdn sujetas a cambios conformacionales durante la unién de los substratos. Una observacion
interesante es que la tapa del sitio activo no presenta una regién de aminoécidos agrupados con puentes
de hidrégeno, sin embargo, los 4 residuos 100% conservados de la tapa del sitio activo se reparten
entre las regiones de catdlisis uno y dos. Estas 3 regiones podrian ser médulos funcionales del

plegamiento de las GIcN6P desaminasas relacionadas directamente con la catélisis uno y dos (regiones
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A y B), con la capacidad de unién del substrato (region C)

La evolucién del plegamiento de GlcN6P desaminasa. El andlisis evolutivo de la secuencias
de aminoacidos de la familia de la proteina GIcN6P desaminasa muestra claramente la existencia de
tres ramas pertenecientes a grupos taxonémicos diferentes. La primera rama pertenece a las bacterias
Firmicutes las cuales probablemente carecen de las estructuras secundarias necesarias para lograr una
hexamerizacién como la observada en las GIcN6P desaminasas de E. coli y humanos y por lo tanto no
ser alostéricas. La segunda rama pertenece a las enzimas hexaméricas que se subdivide en dos, los
pertenecientes a Proteobacteria y a Eukaryota. Proteobacteria esta relacionado con el grupo ancestral
de bacterias que dio origen a las mitocondrias y dado el parecido que existe entre Proteobacteria y el
grupo de Eukaryota es probable que la enzima de Eukaryota tenga sus origenes en una transferencia
de genes mitocondriales durante o posterior a la endosimbiosis. También es probable que los
Eukaryota hayan perdido la enzima original en una etapa temprana previa a las simbiosis con la
mitocondria. Del grupo Eukaryota destaca G. intestinalis un grupo de organismos que no se agrupa
preferencialmente con ningiin otro, aunque aparece entre Actinobacteria y Firmicutes cercano al origen
del 4rbol. Recordemos que Diplomonadida se considera un grupo primitivo de Eukaryota al carecer de
mitocondrias. Aunque recientemente, se ha descubierto que las Diplomonadas si tuvieron mitocondria,
pero la misma fue reducida en tamafo y funciones a los organelos llamados mitosomas [76]. Los
mitosomas se consideran reminicencias mitocondriales como los hidrogenosomas y criptosomas
amibianos. Es probable que el grupo de Diplomonadida haya mantenido la enzima ancestral
Eukaryota o la haya adquirido por transferencia horizontal desde algiin grupo no representado en el
anélisis. Finalmente, la tercera rama agrupa a los escasos representantes de la enzima GalN6P
desaminasa y el producto peptidico del gen tnab-bglb2. Esta rama también se divide aparentemente en
los dos grupos nombrados "Listeria-2" y "Listeria-4", y que probablemente tengan substratos diferentes
aunque relacionados por un esqueleto de carbono similar al de la glucosa y la galactosa con un fosfato
en posicion 6. Este conjunto de enzimas conservan los residuos mas importantes relacionados con las
reacciones cataliticas y la unién del substrato. Adicionalmente, se encontré un cuarto grupo de
proteinas que no fue incluida en el andlisis de similitud, se trata de la 6-fosfogluconolactonasa. Esta
familia comparte el plegamiento de la GIcN6P desaminasa conservando el perfil hidrofébico de la capa
B central y residuos similares de la capa B antiparalela, asi como los residuos cataliticos de las etapas
de catdlisis uno y dos (His143 y Asp 72). Las estructuras secundarias de ligadura de fosfato se
encuentran conservadas (del residuo 40 al 45 y la Lys208) mientras que la tapa del sitio activo esta

notablemente recortada. Esta enzima es universal y pertenece a una via de metabolismo basico, lo cual
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sugiere que el plegamiento de la 6-fosfogluconolactonasa es mds antiguo que el de la GIcN6P
desaminasa, siendo probable que pudiera haber dado origen al grupo de proteinas GaIN6P/GIcN6P

desaminasas.
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Conclusiones de resultados adicionales

1.-Del andlisis de traza evolutiva y de la localizacién estructural de los residuos mds
conservados se puede concluir que la desaminasa presenta tres médulos estructurales con funciones
diferentes (dos de catélisis y uno de unién al substrato) localizados alrededor de la cavidad catalitica y
sobre las regiones mds conservadas en la estructura. Estas regiones comprenden residuos 100%
conservados y clase especificos.

2.-Los andlisis comparativos realizados a las secuencias localizadas de diversas GIcN6P
desaminasa y de secuencias homélogas muestran que el plegamiento de la GIcN6P desaminasa es
compartido con las familias de la GaIN6P desaminasa y la 6-fosfogluconolactonasa. Es probable que
estas enzimas compartan parte del mecanismo catalitico dada la conservacion de los residuos
funcionales His143 y Asp72.

3.- La similitud de las GIcN6P desaminasas de Proteobacteria y Eukaryota sugiere que la
enzima de los organismos con nicleo tenga origen en el grupo de bacterias que dio origen a la
mitocondria y haya sido transferido al micleo durante el proceso de simbiosis. Los Eukaryota
probablemente hayan perdido la GlcN6P desaminasa previamente a la simbiosis, ya que no es una
enzima necesaria para la supervivencia.

4.-Las dos GIcN6P desaminasas de G. intestinalis se agrupan separadas cerca del origen del
arbol filogenético. Es probable que estas enzimas representen a la GIcN6P desaminasa ancestral de
Eukaryota, y aunque hayan tenido mitocondria a la par que otros organismos con nticleo, no representa
la enzima mitocondrial. Sin embargo, también es probable que la haya adquirido por transferencia
horizontal de genes de otro grupo de organismos no representado en el anélisis.

5.- De todos los grupos rastreados para encontrar una posible secuencia homdéloga a la GIcN6P
desaminasa, s6lo Arqueobacterias carecen de un gen que tuviera una secuencia peptidica que pudiera
ser una GlcN6P desaminasa. Aparentemente en el curso de su evolucién este grupo perdié el gen que
codifica para una GIcN6P desaminasa.

6.-Sin bien las Arqueobacterias carecen del gen para la Glcn6P desaminasa presentan la 6-
fosfogluconolactonasa y al ser una enzima de metabolismo bdsico es probable que esta enzima haya
dado origen al plegamiento de la GIcN6P y GalN6P desaminasas o bien compartan un origen comuin a

partir de un plegamiento ancestral.
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Perspectivas

Determinar la estructura cristalografica de la GIcN6P desaminasa I sin andlogo del estado de transicién

y sin sulfato en la cavidad catalitica.

Buscar nuevas condiciones de cristalizacién para la GIcN6P desaminasa.

Determinar la estructura cristalogrifica de la GIcN6P desaminasa Il en complejo con activador
alostérico e inhibidor, asi como buscar las condiciones de cristalizacién que permitan evitar la entrada

de sulfato de amonio al sitio activo.

Comprobar el mecanismo alostérico de la GIcN6P desaminasa Il humana (o de ratén) recombinante o

de alguna fuente natural (lineas celulares en cultivo).

Buscar la existencia de posibles sitios de fosforilacion con funcién regulatoria en la GIcN6P

desaminasa Ly II.

Realizar mutantes de las GIcN6P desaminasas I y Il en las posiciones 43, 88, 121, 172, 173 y174 para

comprobar sus efectos en el mecanismo alostérico.

Terminar el andlisis evolutivo y preparar la publicacién correspondiente.
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Apéndice 1 :

Tabla de las especies con secuencias homélogas a la GIcN6P desaminasa E. coli.

No. Especie | Valor | Longituddel | Rangodel | ID ~ GI | Longiud | 1D
|| far E’Ahnearmemo Alineamiento | . Total .'ca}cf'ad :
E L. lactis 2 | 5¢-09 213 37-248 | 24 15673883 237 18
2 | Gen tnab-bglb de 3e-11 244 1-241 26 33347786 240 23
E. coli
3 L. innocual Se-11 227 32249 | 26 16801929 239 21
4 S. flexneri_2 de-14 239 5-236 28 24114429 240 23
5 | L monocytogenesl le-12 226 2249 | 26 16804758 | 239 2
6 | GaIN6PD de E. coli 6e-15 215 28241 | 29 26249725 | 251 | 23
7 L. innocua 4 2e-18 243 1-243 25 16801514 | 243 21
8 L. monocytogenes 4 2e-19 243 1-243 25 16804396 243 22
9 L. monocytogenes 2 3e-19 218 1-217 27 16802918 242 22
10 | L. innocua 2 6e-20 218 1-217 27 16799949 242 2
11 L. lactis] 2e -26 216 28243 | 32 15673555 235 27
12 M. capricolunt * 206 | 1-208 £ 516200 212 23
13 S. agalactiae 9e-31 247 1-247 | 32 22536963 233 28
14 | S. pneumoniae TIGR4 = 2e-27 240 1-240 | 32 15901269 233 | 27
15| S. preumonia R6 2e-27 240 1-240 | 32 31076811 240 28
16 S. pyogenes le-29 211 37 -247 35 21910601 234 28
17 S. aureus 3e-30 206 37-241 | 35 15923559 252 28
18 S. epidermidis 3e-29 217 27-241 | 34 | 27467258 243 27
19 B. anthracis 2e-33 241 1-241 34 21402108 284 34
20 E. faecalis le-31 247 1-247 | 34 29375097 233 30
21 M. palmonis le-36 248 10-253 | 35 15828833 256 | 31 |
22 M.penetrans le-35 240 | 1237 34 31076815 242 29
23 | B staarothernophilis | * 234 1 1-240 + UOKNOR_14, 251 | 33
2
24 B. subtilis 2 2e-43 29 | 1248 | 37 16077305 249 34
25| C acetabutylicum 7e-43 247 1-247 | 37 15893480 241 33
26 C. glutamicum 3e-39 212 37-247 | 40 19553842 253 34
27 C. difficile * 234 1-240 * | Sanger 1496 | 249 35
28 C. perfringens le-43 248 1-248 | 37 18311416 242 34
29 L. innocua3 le-29 204 37-240 38 16800025 234 31
30 L. monocytogenes3 4e-30 204 37-240 39 16802997 234 31
31 B. halodurans de-47 251 1-251 | 38 15612983 246 35
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No. Especie IValor W; Longitud del | Rango del Loagnud .
e iAhneaunento Ahneannemo A - 'i‘aml calc:lad
32 0. sativa T 205 37-240 v 19972167 311 28
33 S. mutans 2¢-32 207 37243 | 38 24379109 232 30
34 C. efficiens | 2e-36 248 1-248 35 25029074 285 29
35 B, langum | 2e-44 256 3-250 | 37 23335426 270 33
36| T tengcongnesis le-50 206 36-241 | 44 31076827 253 36
37 G. intestinalis|] 3e-44 198 36 -233 42 6831555 266 32
38 G. intestinalis2 le-43 212 36247 | 41 6831556 263 32
39 0. iheyensis le-50 257 1257 | 40 23098066 250 37
|40 B. subtilis] de-47 240 1-240 39 16080555 242 34
41 S. coelicolor de-49 222 28249 | 45 21223604 261 39
| 42 M. smegmatis e 236 1-240 * gnl 250 40
TIGR_1772
43 C. albicans 2e-59 245 1-243 48 | 13702164 248 44
44 F. nucleatum Te-87 262 1-262 56 19704478 274 53
45 C. elegans 9e-79 258 1-258 | 55 17554876 267 53
46 B. burgdorferi 4e-89 262 1262 60 38014747 268 59
47 C. briggsae * 266 1-266 * 22417586 267 56
48 T. rubripes * 266 1-266 x| 22418229 267 57
49 C.intestinalis | * | 266 1-266 * | TC10583 278 56
gi 23587112
50 |  D. melanogaster 5¢-95 255 1-255 60 19920764 259 57
51 H. sapiens] 7e-91 258 1-258 59 | 37926898 280 53
52 H. sapiens2 7e91 | 258 1258 | 59 16550419 276 55
53 M. auratus 5¢-92 258 1-258 60 1177525 289 53
54 M. musculusl 2e-91 258 1-258 59 15928662 289 53
55 M. musculus? 3e-91 258 1-258 59 | 12856904 276 56
56 T. denticola * 264 1-264 *  enlTIGR_158| 264 60
57 A. fumigatus * 258 1-258 * gnl 270 58
TIGR_5085
58 A. gambiae 2e-97 255 1-255 62 31239371 256 60
59 P. gingivalis 5e-96 263 1-263 62 34540585 263 62
60 H. ducreyi e-115 263 1-263 71 33152849 263 70
61 H. influenzae e-117 260 1-260 74 16272108 270 71
62 A. * 263 1-263 * gnl 263 74
actinomycetemcomitans | 0UAC4C:T_71
63 P. multocida e-123 266 1-266 76 15602740 267 76
64 V. cholerae e-127 266 1-266 79 13601778 266 79
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No Especie | Valor | Longituddel | Rangodel | D | @l Lomgited | ID
~ “¢” | Alincamiento | Alineamiento Total | calculad
| ' s ; B _ R
65 Y, pestis e-135 266 1266 | 85 16122840 266 85
66 S. typhimurium e-151 266 1-266 95 16764054 | 266 | 95
67 8. flexsieri 158 | 266 1266 | 98 | 24112036 266 99
68 E. coli e-158 266 1-266 | 100 1310837 266 100

§ Valor “e” de corte estimado por Psi-Blast: Se -09

El valor “e” de 2e-26 marca el posible limite entre las GIcN6P desaminasas y el grupo de la GaIN6P

desaminasas/isomerasas.

* Secuencias validadas manualmente y que no aparecen con el Psi-Blast
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Apéndices 2 : Conceptos.

Desorden conformacional: se denomina desorden conformacional a las conformaciones diferentes que se observan

sobre una misma estructura pero en diferentes subunidades.

Induced-fit: La teorfa del "induced-fit" (1. D. E. Koshland, Jr., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S., 44, 98 (1958).) enuncia
que la conformacion de un enzima cambia al interaccionar con el substrato y de manera que se forme el complejo enzima-
substrato (ES), los grupos funcionales cataliticos del sitio activo de la enzima se rearreglan a una posicién mas apropiada
para la reacci6n quimica. Es decir, las enzima cambia de conformacién para que los residuos del sitio activo alcancen la
geometria mas apropiada de catalisis. La estructura Gptima del substrato para reaccionar en presencia de la enzima es el

denominado estado de transicién.

Interpretacion estructural del "induced fit": El "induced fit" es una induccién al cambio conformacional de la
enzima durante la formacién del complejo Enzima-Substrato (ES). El induced-fit ocurre cuando se da la unién del estado de
transicién a la enzima. Aunque no siempre se observa como un cambio conformacional debido a que existen enzimas con
un alto grado de optimizacién de la geometria de sitio activo que une al estado de transcién, es decir losgrupos funcionales
cataliticos del sitio activo de la enzima ya estdn arreglados can sus mds apropiadas posiciones para la reaccion quimica : [E]
+[ S] <---->[ES]

Modelo MWC. Este modelo cinético fue propuesto por Monod Wyman y Changeux (MWC) para explicar el
funcionamiento de las enzimas alostéricas. Las enzimas alostéricas estdn reguladas por una molécula diferente a la del
substrato, que interacciona con la proteina en un sitio diferente al del sitio activo. Las interacciones alostéricas ocurren
cuando la unién del sustrato al sitio activo es afectada por la unién de la molécula reguladora a un sitio distinto. E1 modelo
MW(C estd basado en conceptos estructurales de una proteina oligomérica que une moléculas de forma cooperativa. Cada
una de las subunidades de la proteina alostérica debe estar dispuesta de forma simétrica y puede presentar dos estados
conformacionales denominados T (el menos afin al substrato) y R (el mds afin al substrato), ain en ausencia de los sustratos
y activadores alostéricos. El modelo precisa que se considere que todas las subunidades del mismo oligémero estén en la
misma conformacion, ya sea T o R. Esto se debe a que los estados mixtos no interaccionan favorablemente. Los estados
conformacionales T y R estdn en equilibrio, pero el equilibrio puede romperse (ya sea hacia R o T) por la presencia de las
moléculas cataliticas y alostéricas, las cuales tienen diferentes constantes de afinidad por ambas conformaciones. El modelo
MWC propone tres tipos de comportamientos alostéricos: Por un lado los sistemas V donde el substrato tiene la misma
afinidad por ambos estados de modo que la molécula alostérica no afecta la uni6én aparente, pero si promueve cambios en la
Vuax de la reaccién. La afinidad diferencial de la molécula alostérica hacia una conformacién T o R determinara si ésta es
activador o inhibidor alostérico. Por otro lado, los sistemas K en donde la unién de una molécula alostérica cambia la
constante de afinidad por el substrato. La molécula alostérica y el substrato tienen diferentes afinidades por las formas T o
R. La uni6n de la molécula alostérica no cambia la Vi, pero sf afecta la union aparente del substrato. El tercer sistema son
los sistemas mixtos K/V ya que los sistemas biolégicos nunca son sistemas K o V puros. Las proteinas alostéricas cuando
cambian de conformacién lo hacen conservando su simetria y de forma simultdnea a lo que se le denomina cambio

concertado, siguiendo el modelo MWC.
90



Oscilaciones (vibraciones). Las Oscilaciones son movimientos con periodicidad respecto a una posicion de
equilibrio (un minimo de energia potencial). De todos los movimientos oscilatorios, el mds importante debido a la sencillez
con que se describe matematicamente es el movimiento armoénico simple. Ademas es una de las mejores aproximaciones de
muchas oscilaciones observadas en la naturaleza. Matematicamente los oscilaciones son funciones que varian de un valor a
otro alternativamente de tipo sinusoidal (matematicamente modelado por ecuaciones de senos y cosenos). Dicho de otro
modo, son movimientos que tienen un ciclo que se cumple periodicamente y con una frecuencia dada (nimero de ciclos por
unidad de tiempo) y una amplitud constante (de forma ideal). Comparativamente bs movimientos inarmoénicos presentan
periodicidad pero varian en amplitud y tiempo como una funcion no sinusoidal respecto a una posicién de equilibrio. Los
Cambios conformacionales (conformaciones alternas) son movimientos con dos 0 mas minimos energéticos cercanos (con
una barrera energética entre ambos). Un resorte ideal (sin rozamiento y sin efecto gravitacional) tendrd un movimiento
armonico porque siempre se estirara y comprimira igual entre dos puntos B y B’ (un maximo y un minimo), misma
amplitud. La distancia entre dos maximos y dos minimos es siempre la misma (conocida comoA). Desde este punto de vista
el modelo de Monod es un sistema armonico de dos conformaciones (dos minimos energéticos) con una barrera energética

para pasar de una otra.

Antenaridad: Disposicion en la complejidad de los N-glicanos sobre la superficie de la glicoproteinas. La
complejidad cambia con la elevacion de la concentracion de UDP-N-acetil glucosamina en el aparato de Golgi por
elevacion del pH. El cambio del pH promueve cambios en el patron de la glicosilacion (principalmente sialilacién) por la

alteracion de la actividad en la sialiltransferasa de Golgi (30, 41).

Valores R y Rfree: La cristalografia de proteinas es una area de estudio que maneja una enorme cantidad de datos
experimentales y requiere de la adecuada manipulacién de los mismo, ya que de esta dependerd la exactitud de los
resultados finales y por ende de su correcta o acertada interpretacion. Los modelos atomicos (MA) pueden contener errores
en sus posiciones e inclusive omisiones de atomos tales como moléculas de agua y conformaciones alternas. La ambigiiedad
de los MA construidos solo puede ser verificada usando los datos experimentales de difraccion (DED) y valorando la
precision del ajuste entre ambos (MA vs DED). La calidad del ajuste entre el MA y los DED se pueden observan en ¢l valor
R, el cual mide las discrepancias entre las amplitudes de los factores de estructura observados (Fo) y las amplitudes de los
factores de estructura calculados (Fe): R=Z| lFol—IFc[ |/%|Fol

Sin embargo, el valor R puede ser arbitrariamente bajo por el incremento del numero de pardmetros ajustables
usados para describir el modelo, por lo que un valor R bajo no es garantia de un buen monitoreo de la exactitud del MA,
Para llevar una adecuada vigilancia del ajuste del modelo a través del valor R es necesario considerar ¢ implementar otro
método estadistico. El método estadistico cross-validation fue introducido a la cristalografia en 1992 (Brunger A.T. 1992
Nature 335.472-275). En este método los datos de difraccion son divididos en dos grupos iniciales: el primero contiene un
90% de los DED (working set) y es segundo el 10% de los DED escogidos al azar (test sef). El primero se emplea para
realizar ¢l trabajo de afinamiento cristalografico, mientras que el segundo para calcular un valor R llamado Rfree. El Rfree
evalia la capacidad que tienen el MA de predecir los DED a partir del test set y puede detectar cambios en el MA que no
mejoran el ajuste entre el MA y los DED. MA con Rfree altos respecto al valor R son candidatos a tener errores en su

construccion. Por lo general la separacion del R y Rfree no debe ser mayor a 0.05 unidades.
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