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“DIOS NUNCA MUERE”

Dios Nunca Muere es un vals mexicano escrito por el compositor y violinista Oaxaquefio Macedonio
Alcala en 1868. Es el Himno del Estado de Oaxaca. En él, al igual que en la Cancién Mixteca, se refleja el
dolor del pueblo oaxaquefio, obligado a migrar a otras tierras en busca de mejores oportunidades. Se cuenta
que este vals fue compuesto cuando Macedonio Alcala y su esposa pasaban por una situacién econémica
precaria y ademas el compositor estaba en riesgo de morir. Una version de la historia sefiala que su
benefactor y amigo Roberto Maqueo, viéndolo en esta situacion dificil, le dejo discretamente 12 pesos en
plata. Otra version sefiala que le visitaron indigenas de un pueblo cercano para encargarle un vals para la
patrona de su pueblo, dejandole 12 pesos en plata como paga. En todo caso, se afirma que en cuanto Alcala
recibié el dinero, se incorpord en su cama y traz6 en una pared los primeros compases del vals, los cuales
transcribié después en un papel para musica. Llamé a este vals “Dios Nunca Muere” en gratitud a que habia
recibido auxilio cuando més lo necesitaba. A esta composicion se le han asignado varias letras de las cuales

la mas conocida y que se reproduce seguidamente, fue escrita por Cipriano José Cruz.

“CANCION MIXTECA”

La Cancion Mixteca fue escrita en 1915 por el compositor Oaxaquefio José Lopez Alavez. Esta le ha
dado un gran prestigio a nivel nacional al estado de Oaxaca, especificamente a la regién Mixteca Oaxaquefia.
En sus letras se refleja la nostalgia de partir y dejar el lugar de origen, como resultado del fenémeno de

migracion del cual el autor fue parte y muchos miles de mixtecos oaxaquefios que lo han sido y siguen siendo.

La Cancion Mixteca se compuso bajo la arboleda de la Alameda Hidalgo de la ciudad de Querétaro
donde Lopez Alavez recordaba con tristeza a su entrafiable Tierra del Sol (sobrenombre de la region Mixteca).
En el afio de 1918, la Cancién Mixteca triunfo en el Primer Concurso de Canciones Mexicanas, convocado por
el periédico El Universal; ese mismo afio, en el Festival de la Misica Mexicana efectuado en la Alameda
Central de la Ciudad de México, se presenté al publico al compositor huajuapefio como triunfador del Primer
Concurso de Canciones Mexicanas. La instrumentalizacion de la Cancion Mixteca se lleva a cabo por bandas

municipales, que estan compuestas basicamente por instrumentos de viento y de metal.

Se ha utilizado como introduccién para la ejecucion del Jarabe Mixteco, y ultimamente a raiz del
fendmeno de rescate cultural de la mixteca (promovido por la propia ciudadania), se emplea para eventos
oficiales y de gran magnitud, dado que el Jarabe Mixteco y la Cancion Mixteca representan el patrimonio

cultural de la Heroica Ciudad Huajuapan de Ledn, Oaxaca.



“DIOS NUNCA MUERE”

Himno estatal de Oaxaca Musica: Macedonio Alcala

Muere el sol en los montes
Con la luz que agoniza,
Pues la vida en su prisa,

Nos conduce a morir.

Pero no importa saber
Que voy a tener el mismo final,
Porque me queda el consuelo

Que Dios nunca morira.

Voy a dejar las cosas que amé
La tierra ideal que me vio nacer,
Sé que después habré de gozar
La dicha y la paz,
Que en Dios hallaré.

Sé que la vida empieza
En donde se piensa
Que la realidad termina
Sé que Dios nunca muere
Y que se conmueve

Del que busca su beatitud.

Sé que una nueva luz
Habra de alcanzar nuestra soledad
Y que todo aquel que llega a morir

Empieza a vivir una eternidad.

Muere el sol en los montes
Con la luz que agoniza,
Pues la vida en su prisa,

Nos conduce a morir.

Letra: Cipriano José Cruz



“CANCION MIXTECA”

Autor: José Lépez Alavez.

iQué lejos estoy del suelo donde he nacido!
inmensa nostalgia invade mi pensamiento;
y al verme tan solo y triste cual hoja al viento,

quisiera llorar, quisiera morir de sentimiento.

iOh Tierra del Sol! suspiro por verte
ahora que lejos yo vivo sin luz, sin amor;
y al verme tan solo y triste cual hoja al viento,

quisiera llorar, quisiera morir de sentimiento.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ASA: Area superficial accesible al solvente

CB: Carbono beta

Dansil-amidoetil-MTS: Dansilamidoetil-metanotiosulfonato(2,5-dimetilamidoattil-1-sulfonamido
-etil-metanotiosulfonato)

Dansil-H164-GIcN6P desaminasa: Mutante =~ C118S/C228S/C239S/H164C de glucosamina-6-fosfato
desaminasa modificada quimicamente con dansil-amidoetil-MTS

Dansil-S206-GIcN6P  desaminasa: Mutante C118S/C228S/C239S/S206C de glucosamina-6-fosfato
desaminasa modificada quimicamente con dansil-amidoetil-MTS

DM: Dindmica molecular

DMSO: Dimetilsulféxido

dNTPs: Desoxiribonucledtidos trifosfatados

DTNB: 5,5"-ditiobis (2-acido nitrobenzoico)

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EPR: Resonancia paramagnética del electron

FRET: Transferencia de energia por fluorescencia en resonancia

Fru6P: Fructosa-6-fosfato

GlcN: D-glucosamina

GlcNAc: N-acetil-D-glucosamina

GIcNACc6P: N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato

GlcN-ol-6P: 2-amino-2-desoxi-glucitol-6-fosfato

GIcN6P: D-glucosamina-6-fosfato

GIcN6P desaminasa: Glucosamina-6-fosfato desaminasa

H164C-GIcN6P desaminasa: Mutante C118S/C228S/C239S/H164C de glucosamina-6-fosfato desaminasa
IF: Intensidad de emisién de fluorescencia en unidades arbitrarias

ITC: Calorimetria de titulacidn isotérmica

keat: Constante catalitica

Ki: Constante de inhibicion

KNF: Koshland-Nemety-Filmer

ManNAc: N-acetimanosina

MWC: Monod-Wyman-Changeux



NANA: &cido N-acetilneuramico

PCR: Reacci6n en cadena de polimerasas

PDB: Banco de datos estructurales de proteinas
RMN: Resonancia magnética nuclear

Rpm: Revoluciones por minuto

$206C-GIcN6P desaminasa: Mutante C118S/C228S/C239S/S206C de glucosamina-6-fosfato desaminasa
SDL.: Marcaije sitio especifico

TNB: 2-nitrobenzoato

UF: Emision de fluorescencia en unidades arbitrarias
Vmax: Velocidad maxima

Vo: Velocidad inicial

WT: Enzima silvestre

€: Polaridad relativa

&: Coeficiente de absorciéon molar

®: Rendimiento cuéntico

A: Longitud de onda

Aexe: Longitud de excitacion

Aem: Longitud de emision

Amax: Longitud maxima de absorcion



RESUMEN

La flexibilidad conformacional en proteinas alostéricas juega un papel fundamental para entender los
cambios en la afinidad a sus ligandos. Los métodos de marcaje sitio especifico (SDL) con sondas
fluorescentes o sefiales tipo nitroxilo para resonancia magnética nuclear (RMN) se han utilizado para obtener
informacién estructural de proteinas en solucion. Un buen modelo para estudiar los cambios conformacionales
de proteinas en solucién es el problema dinamico de la transicién alostérica de la glucosamina-6-fosfato
desaminasa de Escherichia coli (GIcN6P desaminasa). Por ello, se crearon por mutagénesis sitio dirigida dos
mutantes de esta enzima, la primera con reactividad exclusiva a cisteinas en la posicion 164 y la segunda en
la posicion 206, después, se realizé un marcaje sitio especifico con el fluoréforo dansil-amidoetil-MTS en
dichas posiciones para monitorear la transicion alostérica en solucién por la emision de fluorescencia del
grupo dansil unido a los residuos indicados. Ambas posiciones se eligieron para monitorear los cambios
conformacionales entre los estados T y R de la proteina. En el conformero T ambos residuos sélo presentan
contactos intrasubunidades pero en el R se establecieron nuevos contactos intersubunidades. Al igual que la
enzima silvestre, las mutantes marcadas con la sonda fluorescente (dansil-H164C y dansil-S206C)
presentaron una activacion alostérica del sistema tipo K. Con estas dos mutantes se monitorearon los
cambios conformacionales por el espectro de emisidn de fluorescencia en el estado estacionario titulando con
el ligando del sitio activo o bien con el del sitio alostérico. Los datos de fluorescencia sugieren cambios
estructurales en la conformacién del estado R cuando éste es inducido por el ligando del sitio activo o bien por

el ligando del sitio alostérico.



1. MARCO TEORICO

1.1 Proteinas

Las proteinas son polimeros de aminoacidos que ejecutan la mayor parte de las funciones vitales de
las células: el reconocimiento molecular, el transporte de moléculas, la funcién estructural, la catélisis de las
reacciones quimicas, inclusive la regulacion de la expresién de los genes esta determinada por proteinas que
interacttian con el &cido desoxirribonucleico (ADN) (Gonzélez et al., 2005).

La estructura de las proteinas se clasifica en varios niveles, el primero es una secuencia especifica
de aminoéacidos unidos por enlaces peptidicos. El enlace peptidico es un enlace covalente formado entre el
grupo a-amino de un aminodcido y el grupo a-carboxilo de otro. Cuando dos aminoacidos estan unidos por un
enlace peptidico forman un dipéptido y la adicién de mas aminoacidos resulta en largas cadenas llamadas
oligopéptidos y polipéptidos (Hames y Hooper, 2009). Esta secuencia también llamada estructura primaria
contiene la informacién necesaria para que estas biomoléculas se plieguen o adquieran una estructura
tridimensional especifica para desarrollar una funcién (Gonzalez et al., 2005).

Ademas de los enlaces peptidicos, la estructura tridimensional de una proteina es mantenida por una
combinacién de interacciones no covalentes (fuerzas electrostaticas, fuerzas de van der Waals, enlaces de
hidrégeno, fuerzas hidrofébicas) e interacciones covalentes (Hames y Hooper, 2009).

Los sucesivos niveles estructurales de las proteinas Unicamente se obtienen si la secuencia de
aminoacidos, se dobla sobre si misma para obtener una estructura tridimensional especifica (Gonzalez et al.,
2005).

La estructura tridimensional de las proteinas esta formada por un arreglo de estructuras repetitivas
en forma de hélices a y hojas B (figura 1A'y 1B respectivamente) que forman la estructura secundaria; estos
elementos estan unidos por regiones no repetitivas que se denominan asas (estructuras marcadas con
flechas en la figura 1C). El empaquetamiento de la estructura secundaria se conoce como la estructura
terciaria (figura 1C). Algunas proteinas solo funcionan cuando dos o mas cadenas de aminoacidos
independientes se unen para formar un dimero, trimero, tetrdmero, etc. (figura 1D), estas proteinas poseen

estructura cuaternaria (Gonzalez et al., 2005, Nelson, 2009).



Figura 1. Representacion de los diferentes niveles estructurales de las proteinas. A) hdlice a, B) lamina f, C)
estructura terciaria y D) estructura cuaternaria.



1.2 Unién reversible de una proteina a un ligando

Las funciones de muchas proteinas implican la union reversible de otras moléculas llamadas
ligandos. Un ligando puede ser cualquier tipo de molécula, que interactia con otra molécula (Nelson, 2009).
Este término incluye macromoléculas (péptidos, proteinas, acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos o especies
moleculares formadas por mezclas de estas moléculas) como también moléculas de pequefia masa molecular
(Chowdhry, 2001).

El ligando se une a un lugar de la proteina llamado sitio de fijacidn, que es afin al ligando en tamario,
forma, carga y caracter hidrofébico o hidrofilico, ademas, la interaccién es especifica. Una proteina puede
tener diferentes sitios de fijacion para diferentes ligandos (Nelson, 2009).

La union de una proteina con un ligando esta asociada con un cambio conformacional que hace que
el sitio de fijacién sea mas afin al ligando, lo que permite una union mas fuerte. La adaptacion estructural que
se produce entre la proteina y el ligando se llama ajuste inducido. Las proteinas son flexibles por lo que los
cambios en su conformacion pueden clasificarse desde extremadamente sutiles es decir, una reorganizacion
estructural insignificante a cambios a gran escala en ambas propiedades conformacionales locales y globales.
La lista de cambios no solamente incluye cambios en estructura, conformacion, tamafio, forma geométrica y
topologia sino también en la distribucion de carga, en el estado de hidratacion y protonacién y en el volumen
parcial molar también como aquellos en la superficie del area accesible (ASA), polaridad y factores de
entropia intra e intermoleculares (Chowdhry, 2001).

Las interacciones entre ligandos y proteinas pueden ser reguladas, habitualmente mediante
interacciones especificas con uno o mas ligandos adicionales. Estos otros ligandos pueden provocar cambios

conformacionales que afecten a la union del primer ligando (Nelson, 2009).

1.3 Enzimas

Existen dos condiciones fundamentales para la vida. En primer lugar, la entidad viva ha de poder
autorreplicarse, en segundo, ha de poder catalizar reacciones quimicas eficiente y selectivamente. Sin
catalisis, las reacciones quimicas no podrian darse en una escala Util de tiempo (Nelson, 2009).

Los catalizadores de las reacciones en los sistemas bioldgicos: las enzimas, las proteinas mas
estables y de mayor especializacion tienen un gran poder catalitico, a menudo muy superior al de los
catalizadores sintéticos o inorganicos, son capaces de aumentar las velocidades de reaccién en un factor de
entre 105 y 10". Poseen un elevado grado de especificidad respecto a sus sustratos, aceleran
espectacularmente las reacciones quimicas especificas y funcionan en soluciones acuosas en condiciones
muy suaves de temperatura y pH. Con la excepcion de un pequefio grupo de moléculas de RNA catalitico,

todas las enzimas son proteinas. Su actividad catalitica depende de la integridad de su conformacion proteica
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nativa. Si una enzima se desnaturaliza o se disocia en sus subunidades, la actividad catalitica suele
desaparecer. Algunas enzimas no requieren para su actividad mas grupos quimicos que sus residuos de
aminoacidos. Otras requieren un componente quimico adicional llamado cofactor. El cofactor puede ser uno o
varios iones inorgénicos tales como Fe, Mg, Mn? o Zn% o una molécula organica o metaloorganica
compleja denominada coenzima. Las coenzimas actlan como transportadores transitorios de grupos
funcionales especificos (Nelson, 2009).

El rasgo distintivo de una reaccién catalizada enzimaticamente es que tiene lugar dentro de una
bolsa de la enzima denominada sitio activo o sitio catalitico. La molécula fijada en el sitio activo y sobre la que
actla la enzima se denomina sustrato. La superficie del sitio activo de la enzima esta revestida con residuos
de aminoacidos con grupos sustituyentes que se unen al sustrato y catalizan su transformacion quimica. A

menudo, el sitio activo recubre el sustrato y lo secuestra completamente de la disolucién (Nelson, 2009).

1.4 Cambios conformacionales y flexibilidad

La disposicion espacial de los atomos de una proteina se denomina conformacion. Las posibles
conformaciones de una proteina incluyen cualquier estado estructural que pueda lograrse sin romper enlaces
covalentes. Un cambio de conformacion puede ser, por ejemplo, el resultado de la rotacién alrededor de
enlaces sencillos. De entre las numerosas conformaciones teodricamente posibles de una proteina que
contiene cientos de enlaces sencillos, generalmente hay una o unas pocas que predominan en condiciones
biologicas. La conformacion que existe en unas condiciones determinadas es la termodindmicamente mas
estable y que posee la menor energia libre de Gibbs (G) (Nelson, 2009).

Durante su ciclo catalitico, las enzimas sufren cambios conformacionales que son criticos para su
funcion. La formacion del complejo enzima-sustrato es acompafiado por un cambio estructural local que
separa a los sustratos unidos y a los intermediarios de la reaccion de la mayor parte del solvente. Los
sustratos llegan a ser rodeados por la proteina, de este modo estabiliza intermediarios o estados de transicion
para una catalisis eficiente. En muchas enzimas este ataque inducido depende de segmentos flexibles
especificos, puntos esenciales o tapas, comprimiendo y encerrando el sitio activo. Estas estructuras son
particularmente interesantes en el caso de las enzimas alostéricas, cuyos residuos del sitio activo despliegan
interacciones que son relevantes a los cambios conformacionales asociados con su funcién (Bustos-Jaimes et
al., 2002).

Una proteina alostérica es aquella en la cual la unién de un ligando afecta a las propiedades de
union de otro sitio de la misma proteina. El término “alostérico” proviene del griego allos “otro”, y stereos,
“solido” o “forma”. Las proteinas alostéricas son aquellas que tienen “otras formas” o conformaciones

inducidas por la unién de ligandos conocidos como moduladores, los cuales pueden ser tanto inhibidores



como activadores. Cuando el ligando normal y el modulador son idénticos la interaccion se denomina
homotrépica y cuando el modulador es una molécula diferente del ligando normal la interaccion es
heterotropica. Algunas proteinas tienen dos 0 mas moduladores y por lo tanto pueden tener interacciones
homotropicas y heterotrépicas (Nelson, 2009).

Los procesos dinamicos son parte de la funcién catalitica de todas las enzimas. Esta dinamica esta
implicada en eventos como la unién de sustratos o cofactores, la liberacion de productos y los cambios
alostéricos. El propio proceso catalitico requiere de una flexibilidad inherente ya que las posiciones de los
atomos, del sitio activo, del sustrato, de los intermediarios y del producto, cambian conforme avanza el
proceso catalitico. Existe abundante evidencia experimental y tedrica sobre la naturaleza flexible de muchas
enzimas. Sin embargo, poco sabemos de como esta flexibilidad esta acoplada a los procesos cataliticos. Se
sabe que el estado nativo de una enzima es en realidad un conjunto estadistico de estados conformacionales
cuyas energias libres son equivalentes. La facilidad de cruzar entre un estado y otro dependera de la
flexibilidad de la proteina o bien de las interacciones de ésta con un ligando especifico. Esto quiere decir que
las proteinas pueden existir como entidades con un cierto grado de desestructuracion y que adquieren una
estructura mas definida cuando se unen a un ligando. La propagacion de estos cambios estructurales esta
dada por interacciones cooperativas, que son el puente que une el comportamiento de distintos aminoacidos
dentro de una molécula de proteina. Como resultado de estas interacciones, las perturbaciones fisicas o
quimicas en cualquier residuo se propagan por toda la molécula. De este modo, los aminoacidos perciben los
efectos de perturbaciones que ocurren en lugares lejanos de la molécula proteica (Bustos-Jaimes, 2005).

Para llevar a cabo la catélisis, las enzimas frecuentemente modifican su conformacion estructural,
incluyendo cambios en asas superficiales que poseen importancia funcional. Estas asas pueden adoptar
conformaciones “abiertas”, que permiten la entrada del sustrato y la liberacién de producto del sitio catalitico,
y conformaciones “cerradas”, que aislan al sustrato del disolvente y facilitan las interacciones enzima-sustrato
que hacen posible la catalisis. Las enzimas en las reacciones quimicas catalizadas, proveen a los reactivos
un ambiente estructural y electrénico preorganizado para ser complementario con los estados de transicion
del sustrato. Es posible que los movimientos de la proteina estén acoplados a la formacion de estructuras
muy similares a los estados de transicion y, en consecuencia, eleven la probabilidad de que ocurra la reaccion
(Bustos-Jaimes, 2005).



1.5 Alosterismo

Existen principalmente tres formas mediante las cuales se pueden controlar las reacciones cataliticas
en la célula. Primero, la catélisis se puede controlar por la concentracién de la enzima, que es determinada
por la cantidad de enzima sintetizada y la cantidad de enzima desechada. Este tipo de control se llama
“regulacién metabdlica a largo plazo” debido a que el proceso toma varios minutos para que la concentracién
de la enzima cambie significativamente. Segundo, la actividad de la enzima puede ser controlada por medio
de modificaciones covalentes. Estas modificaciones pueden fijar a la enzima en una condicién estable de
actividad o inactividad. Tercero, la velocidad o rapidez de una reaccién puede ser controlada por medio de
moléculas pequefas llamadas moduladores o efectores. Un cambio en la concentracién de los moduladores
puede, de un momento a otro, modificar la velocidad de una reaccion metabdlica. Un ejemplo de este ultimo
tipo de control es la modulacion de la actividad en las enzimas alostéricas (Rudifio, 2001).

Existen dos clases principales de enzimas reguladoras en las rutas metabdlicas, las enzimas
alostéricas que funcionan a través de la unién reversible, no covalente, de compuestos reguladores
denominados moduladores alostéricos (generalmente metabolitos pequefios o cofactores) y que son las
enzimas que presentan “otras formas” o conformaciones inducidas por la unién de los moduladores. En la
segunda clase se encuentran las enzimas reguladas por modificacion covalente reversible. Ambas clases de
enzimas reguladoras tienden a tener varias subunidades y, en algunos casos, el (los) sitio(s) regulador(es) y
el sitio activo se encuentran en subunidades separadas (Rudifio, 2001).

Las enzimas alostéricas se descubrieron cuando se intentaba dilucidar los mecanismos de control
por retroalimentacién en las rutas metabdlicas. Se encontr6 que la enzima que cataliza la primera reaccién en
algunas rutas metabdlicas puede ser inhibida especificamente por el producto final de la misma ruta. Como el
producto final de la ruta y el sustrato de la primera enzima no son iso-estéricos (de la misma forma) sino alo-
estéricos (de forma distinta), Monod et al (1965) propusieron el concepto de efector alostérico. Este efector
requiere de un sitio regulatorio (alostérico) distinto al sitio donde se lleva a cabo la funcién catalitica (activo).
Las interacciones alostéricas ocurren cuando la unién de una molécula pequefia a un sitio especifico de la
proteina es afectada por la unién de otra molécula pequefia en un sitio diferente (Rudifio, 2001).

Después del descubrimiento de las enzimas alostéricas, Monod, Wyman y Changeux (MWC) y
Koshland, Nemethy y Filmer (KNF) propusieron sus modelos cinéticos para explicar las interacciones

alostéricas (Rudifio, 2001).



1.6 La regulacion alostérica

Los cambios funcionales que son la base estructural de la regulacion alostérica se deben a la
existencia de conformeros con propiedades ligantes o cataliticas diferentes y que estan en equilibrio entre si.
Las enzimas alostéricas controlan muchos procesos mediados por proteinas que son esenciales para la
funcidn celular. Ellas juegan un papel importante en diferentes procesos, tales como la regulacion metabdlica,
la respuesta de receptores, la expresion de genes, el plegamiento de proteinas asistido por chaperonas y la
comunicacion intercelular. La regulacion de las propiedades de union de una proteina alostérica puede ser
descrita como un equilibrio entre dos diferentes estados conformacionales, uno con baja o nula afinidad por el
sustrato definido como estado T y otro con alta afinidad por el sustrato y activadores llamado esfado R. La
transicion de un conformero a ofro involucra cambios estructurales a nivel cuaternario, lo cual promueve
madificaciones locales en la estructura terciaria de los monomeros, dando como resultado que se alteren las
propiedades de union del ligando (Perutz, 1990).

La transicién alostérica implica la comunicacidn entre regiones distantes en la molécula de la enzima,
lo que requiere la transmision de sefiales conformacionales dentro de cada subunidad y entre las Perutz,
1990).

1.7 Modelo de estudio: glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia coli

Un buen modelo para estudiar los cambios conformacionales de las proteinas en solucion es la
transicion alostérica de la enzima glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia coli (GIcNGP
desaminasa, EC 3.5.99.6 antes EC 5.3.1.10). Esta enzima cataliza la isomerizacion y desaminacion reversible
de la D-glucosamina-6-fosfato (GlcNEP) en D-fructosa-6-fosfato (FrugP) e idn amonio (esquema 1) (Comb vy
Roseman, 1958, Midelfort y Rose, 1977, Calcagno et al., 1984).

PO,

H,O

+ NI—!;r

ion
D-glucosamina-6-fosfato D-fructosa-6-fosfato amonio

Esquema 1. Reaccion de desaminacion e isomerizacion catalizada porla glucosamina-6-fosfato desaminasa.
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La GIcN6P desaminasa de Escherichia coli (E. coli) es una enzima alostérica activada por N-acetil-D-
glucosamina-6-fosfato (GICNAC6P). Esta enzima cataliza un paso en el catabolismo de aminoaztcares
(esquema 2) que permite a E. coli la utilizacion de D-glucosamina (GIcN) y de N-acetil-D-glucosamina

(GlcNAc) como fuentes de carbono.

1.7.1 Metabolismo de aminoaziicares en bacterias y en animales

Los aminoazucares son monosacaridos en los cuales uno de sus grupos hidroxilo se encuentra
sustituido por un grupo amino. Los 2-amino-2 desoxiaminoazlcares aparecen como componentes de la
superficie celular de las bacterias y forman parte del esqueleto estructural de los peptidoglicanos en
eubacterias (pared celular), asi como también de la capa externa de lipopolisacarido de las bacterias gram
negativas (Alvarez, 2005).

Los aminoazucares son abundantes en la naturaleza y también forman parte de diferentes
biopolimeros simples o complejos. Son constituyentes de la quitina, que es un homopolimero de N-acetil-D-
glucosamina (GIcNAc) unidos por enlaces $1-4 y también se encuentran en diversas proteinas glicosiladas.
La mayoria de los glicoconjugados (carbohidratos unidos covalentemente a proteinas o lipidos; glicoproteinas
y glicolipidos) de las superficies celulares de mamiferos contienen aminoazucares, incluyendo residuos de
acido sidlico. El glucosaminoglicano acido hialuronico contiene unidades alternas de &cido D-glucurénico y la
N-acetil-D-glucosamina y forma disoluciones claras y muy viscosas que sirven de lubricante en el liquido
sinovial y le confieren su consistencia gelatinosa al humor vitreo del ojo de los vertebrados. El hialuronato es
también un componente esencial de la matriz extracelular de cartilagos y tendones, es importante mencionar
que los glicosaminoglicanos también se unen covalentemente a proteinas especificas (proteoglicanos). El
sulfato de condroitina contribuye a la resistencia a la tension de los cartilagos, tendones, ligamentos y las
paredes de la aorta, el sulfato de dermatan contribuye a la estructura de la dermis y también esta presente en
los vasos sanguineos y en las valvulas cardiacas (Alvarez, 2005).

Los sulfatos de queratdn no tienen &cido urdnico y su contenido en sulfato es variable, estan
presentes en la cornea, cartilago, hueso y en diversas estructuras coreas formadas por células muertas:
cuernos, pelos, pezufas, ufias y garras. La heparina (un glucosaminoglucano) es un anticoagulante natural
producido en los mastocitos y liberado en la sangre, en donde inhibe la coagulacién por unidn y estimulacion
de la proteina anticoagulante antitrombina Il (Alvarez, 2005).

Como podemos observar, el papel de los carbohidratos en las propiedades de las glicoproteinas
puede ser tan diverso como: 1) mantener la conformacién estructural de una proteina, 2) determinar el tiempo

de vida media de glicoproteinas y células circundantes, 3) controlar la permeabilidad de la membrana, 4)
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regular el metabolismo y la division celular y 5) presentar un papel en el reconocimiento celular (Alvarez,
2005).

1.7.2 La D-glucosamina (GIcN) y la N-acetil-D-glucosamina (GIcNAC)

Los aminoaztcares como la D-glucosamina (GIcN) y la N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) se pueden
utilizar como fuente de carbono en E. coli. En especial, la GIctNAc promueve velocidades de crecimiento
comparables a las producidas por la glucosa (Alvarez Afiorve et al, 2005). El crecimiento de E. coli en un
medio con aminoazucares como Unica fuente de carbono, induce la expresion de las enzimas necesarias para
el metabolismo de los aminoazucares, codificadas en el operon divergente nagE, nagBACD (figura 2). Los
genes nagB y nagA codifican para las enzimas glucosamina-6-fosfato desaminasa (GICN6P desaminasa) y N-
acetilglucosamina-6-fosfato desacetilasa (GIcNACG6P desacetilasa) respectivamente, el gene nagC codifica
para una proteina represora del reguldn nag, la N-acetilglucosamina-6-fosfato (GIcNAC6P) que evita la union

de la proteina NagC a sus operadores y por lo tanto es el coinductor del regulén (Plumbridge, 1991).

nagE 7H45 nagA :nagtnagb
7 | I
GIcN6Pdesaminasa Represor ¢Fosfatasa para ésteres
Proteina EIICBAnag GIcNAC6P desacetilasa fosforicos de fenoles?

Figura 2. Organizacion de los genes agrupados en el operén divergente nag (tomado de Plumbridge, 1992).

El metabolismo de la GIcN y la GIcNAc (esquema 2) se lleva a cabo por los procesos catabélicos en
los que participan los productos de la expresion de los genes del operon nag y por los procesos anabolicos
que se llevan a cabo por las proteinas de los genes gim. Ambos aminoazucares son introducidos por los
componentes del sistema de fosfotransferasa (PTS) codificados por los genes manXYZ y nagE
respectivamente (Postma et al., 1996). Durante el trénsito por la membrana los aminoazicares son
fosforilados a expensas del fosfo-enol-piruvato y posteriormente se degradan hasta Fru6P y amonio por los
productos de los genes nagA y nagB. Cuando la GIcN y la GIcNAc estan presentes en el medio, se utilizan
para la formacion de peptidoglicanos y lipopolisacaridos. En ausencia de aminoazucares, la GICNGP sintasa,
producto del gene gimS es esencial ya que se encarga de la generacion de GIcNGP. El gene gimM codifica
para la enzima responsable de la conversion de GIcN6P en glucosamina 1-fosfato (GIcN1P) mientras que el

gene gimU codifica para una proteina bifuncional para las funciones enzimaticas de la acetilacion de la
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GleN1P, formando N-acetilglucosamina-1-fosfato (GIcNAC1P) y de la sintesis de la UDP-GIcNAc. Este es el
donador de aminoazUcares en diversas reacciones de transferencia durante la sintesis de péptidoglicanos. La
N-acetiimanosamina (ManNAc) entra a la célula por accion del transportador ManXYZ acoplado al sistema
PTS, produciendo N-acetilmanosamina-6-fosfato (ManNAc6P). El acido N-acetilneuramico (NANA) entra a la
célula por un sistema de simporte codificado por nanT. Dentro de la célula, una aldolasa (N-acetilneuraminato
liasa, nanA) rompe al NANA generando ManNAc y piruvato. Las vias de degradacion del NANA, ManNAc y
GlcNAc convergen a nivel de la GIcNAC6P (Curtis y Epstein S, 1975, Jones-Mortimer et al., 1980, Postma et
al., 1996).

La GIcNGP puede ser generada por cuatro reacciones diferentes: 1) transferencia del grupo amida de
la glutamina a la Fru6P; 2) reaccion reversa de la GIcN6P desaminasa; 3) fosforilacién de la glucosamina por
una hexocinasa y 4) desacetilacion de la GIcNAC6P (Plumbridge y Vimr, 1999, Plumbridge, 1989).

Acido sialico nanA
NANA > NANA—> ManNAc + Piruvato
nanT l nanK (yhcl)
ManNAc »  ManNAc6P
manXYZ l nankE (yhcJ)
GlcNAc > GlcNAc6P GlcN1P
nagE nagA l glmM gimu
v
GlcN > GIcN6P GlcNAc1P
A
manXYZ H.0
gimu
nagB Glu v
NH4* gImS UDP-GIcNAc
v
Fru6P
EXTERIOR INTERIOR Lipido A UDP-MurNAc pentapeptldo
Lipopolisacéaridos Pept|dogllcanos

Esquema 2. Metabolismo de los aminoazucares (D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina) en E. coli. Se muestra la via
catabdlica (genes nag) y la via biosintética (genes gim). (Tomado de Plumbridge y Vimr, 1999, Mengin-Lecreulx y
Heijernoort, 1996).
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La glucosamina-6-fosfato desaminasa (GIcN6P desaminasa) es una proteina homohexamérica
(Calcagno et al., 1984), su estructura primaria es conocida por la secuencia de nucleétidos del gene nagB
(Rogers et al., 1988). Las estructuras cristalograficas de la enzima resueltas a nivel atdmico para las formas T
y R presentan un arreglo hexamérico definido como un dimero de trimeros con un eje cristalografico de
simetria de orden 3 (figuras 3A y 3B). La estructura presenta un dominio o/ abierto, con siete hebras f en la

cavidad central rodeadas por ocho hélices a.

Figura 3. En A se muestra un hexamero de la GIcNG6P desaminasa de E. coli observandose desde el eje de
simetria de orden tres, en B se muestra un hexamero en vista lateral mostrando un arreglo de dimero de trimeros
(Bustos-Jaimes, 2005).

Esta enzima presenta dos estados cuaternarios, T y R elucidados cristalograficamente (figura 4). La
transicion entre ambos estados se desencadena por la union de ligandos, tanto del sitio activo como del sitio
alostérico de la enzima; ésta se activa alostéricamente por N-acetilglucosamina-6-fosfato (GICNAC6P), que es

el ligando del sitio activo (figura 5) (Calcagno et al., 1984, Altamirano et al., 1995, Montero et al., 1998).
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T R

Figura 4. Modelo de la representacion superficial de la estructura tridimensional de la GicNBP desaminasa de
E. coli en los confomeros T (izquierda) y R (derecha). Los dos trimeros de la estructura hexamérica estan indicados con
caor gris y negro, las flechas indican la rotacion entre los dos trimeros (13.1 °) durante |a fransicion allostérica segin las
diferencias estructurales observadas de los datos cristalograficos. El marcaje sitio especifico se realizé alrededor de la
interfase entre los dos trimeros. Los modelos se hicieron con los archivos del banco de datos estructuraes de proteinas
(PDB) 1fs6 (conformero T) y 1frz (conformero R) con el programa PYMOL (22) por el Dr. Gonzélez Andrade Martin.

sitio alostérico

sitio activo’

Figura 5. Vista lateral del hexamero de la enzima silvestre glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia
coli. Se indican su sitio activo y su sitio alostérico.
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Sus propiedades alostéricas y sus constantes cinéticas se describen satisfactoriamente por el
modelo de Monod-Wyman-Changeux (MWC), (Monod et al., 1965, Calcagno et al., 1984). A concentraciones
saturantes de activador la GIcNGP desaminasa tiene una cinética de saturacion tipo hiperbélica. También
cuenta con un ligando del sitio activo, éste es un inhibidor competitivo, el 2-amino-2-desoxi-glucitol-6-fosfato
(GlcN-0l-6P). La GIcN6P desaminasa se comporta como un sistema tipico K, en donde el activador alostérico
se une al conférmero R (figura 4) (Calcagno et al., 1984, Altamirano et al., 1995). El estudio de la transicion
alostérica de la GIcN6P desaminasa utilizando el marcaje sitio especifico de sondas fluorescentes podra
proporcionar informacién detallada sobre como se transmite la transicion alostérica en solucién.

El mecanismo quimico de la reaccién catalizada por la glucosamina-6-fosfato desaminasa lo
Oliva y col. (Oliva et al., 1995), Montero (Montero, 2001), utilizando herramientas de mutagenésis dirigida y

modificaciones quimicas.
1.8 Relacion estructura-funcion para el disefio de proteinas

El entendimiento de la relacion estructura-funcién en proteinas es un prerrequisito para pruebas en
ingenieria de proteinas y el disefio racional de farmacos. Este proceso comienza con la identificacion de los
residuos funcionalmente importantes en proteinas y la definicion de las interacciones que ellos realizan con
otras moléculas. La substitucién de residuos de aminoacidos individuales en proteinas por mutagénesis sitio
dirigida es una herramienta para analizar el papel funcional de residuos especificos, y hay una variedad de
estrategias de mutagénesis que pueden ser aplicadas al analisis estructura-funcién de proteinas. La mayoria
de la informacion es generada cuando hay una base estructural para la seleccién de los residuos mutados; sin
embargo, esta aproximacion esta limitada a las proteinas cuya estructura terciaria se haya resuelto por
técnicas biofisicas. El andlisis funcional por mutagénesis puede proceder en la ausencia de informacién
estructural, con la incertidumbre de que los efectos de mutar un residuo funcional genuino no pueden ser
distinguidos de los efectos de la disrupcion no especifica de la conformacién de la proteina. Los residuos
pueden ser seleccionados por mutacion en la base de la secuencia homdloga o previa evidencia bioquimica.
Alternativamente, las técnicas de escaneo al azar pueden ser utilizadas para identificar las regiones
funcionalmente importantes las cuales pueden ser subsecuentemente analizadas mas intensivamente. Las
interacciones moleculares hechas por estos residuos funcionales pueden ser probadas por varias técnicas de

ingenieria de proteinas (Cleland y Craik, 1996).
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1.8.1 La identificacion de residuos funcionalmente importantes en proteinas

El uso de mutagénesis sitio dirigida para introducir substituciones de un aminoacido especifico en
proteinas y demostrar una concomitante pérdida de funcién es una poderosa herramienta en la identificacion
de los residuos funcionalmente importantes. Similarmente, la mutagénesis sitio dirigida puede ser usada para
probar el mecanismo de accién de residuos cuya importancia funcional ya se haya establecido en previos
andlisis estructurales o bioquimicos. En este caso, la identificacién de residuos funcionalmente importantes da
la base para entender la naturaleza de las interacciones proteina-proteina y el mecanismo de catalisis
enzimatica (Cleland y Craik, 1996).

Esencialmente, es posible construir tres tipos de mutaciones: a) la insercién de uno 0 mas residuos
de aminoacidos, b) la eliminacion de residuos de aminoacidos y c) el reemplazamiento o sustitucién de un

residuo con otro (Cleland y Craik, 1996).

1.8.2 Mutacion de residuos identificados de informacion estructural

Los residuos de aminoacidos que pueden formar enlaces de hidrégeno, pares de iones o
interacciones hidrofobicas con el ligando, pueden ser identificados en base a su distancia y orientacién con
respecto al aceptor de grupos en el ligando. La substitucién de tales residuos por mutagénesis dirigida puede
confirmar la participacién de los residuos identificados en unién y permitir la contribucién energética de
interacciones individuales a la energia de unién del complejo para ser estimado. Tales estudios contribuyen a
la comprensién de las bases para especificidad y catélisis enzimatica (Cleland y Craik, 1996).

El conocimiento de la estructura terciaria de la proteina puede ser también de mucha ayuda en el
disefio de la estrategia de mutagénesis. Por ejemplo, en lugar de usar la estructura para identificar un residuo
especifico por mutagénesis, la estructura podria ser utilizada para identificar los residuos mas expuestos
sobre la superficie de la proteina para determinar el acceso al solvente de cada residuo. Los residuos mas
expuestos al solvente podrian ser buenos candidatos para mutagénesis para mapear los residuos implicados
en la unién del ligando porque estos residuos son viables para interacciones moleculares. Ademas, los
residuos que se localizan en la superficie son mas tolerantes a la variacion de la secuencia y asi la
substitucidén de estos residuos es menos probable para causar disrupciones estructurales no especificas. El
conocimiento de la estructura también puede ser utilizada para estimar si una mutacién especifica tiene el

potencial para ser estructuralmente disruptiva (Cleland y Craik, 1996).
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1.8.3 ¢ Qué residuos deberian ser sustituidos?, ; qué residuos deberian de ser introducidos?

El gran nimero de aminoacidos dentro de una proteina complica el analisis de la funcién de dicha
proteina a través de mutagénesis dirigida. Es imposible reemplazar cada residuo de una proteina por alguno
de los 19 aminoacidos restantes y estudiar el resultado de cada una de las variantes. Dada la informacion de
la estructura tridimensional, la seleccién de la sustitucidn no es usualmente dificil (Hogue, 1998).

Una pérdida de funcién de una proteina mutante, sugiere que el residuo alterado fue importante para
alguna actividad y merece un estudio mas a fondo. Pero si la substitucién no genera un cambio significativo
en la funcion de la proteina mutante, el residuo original probablemente no es critico para la actividad de la
proteina silvestre. La mayoria de los residuos cae dentro de esta categoria. Se estd mas interesado en
residuos que son funcionalmente importantes. Su reemplazo causara un cambio medible en la estructura o
funcién de la proteina. Tales cambios no indican que el residuo estaba directamente involucrado en una
interaccién funcional importante, porque las alteraciones pueden disminuir la actividad disminuyendo la

expresion de la proteina o previniendo el propio plegamiento (Hogue, 1998).

1.9 Ingenieria de proteinas: una herramienta en el estudio estructural y funcional de las

enzimas

A partir de la década de los 80’s, la ingenieria de proteinas surgié como una herramienta para el
estudio y comprensién en la relacidn estructura-funcion de las proteinas. Deriva de la conjuncién de varias
disciplinas tales como: genética molecular, biologia, bioquimica, computacién y cristalografia, que combinan
sus conocimientos en un propdsito comun: la obtencién de nuevas moléculas de proteinas por modificacion
de las ya existentes en la naturaleza. En su nivel mas avanzado, esto se denomina disefio de proteinas. El
disefio de proteinas tiene dos aspectos, el disefio de la estructura y el de la funcion. En general, el disefio y la
construccion de nuevas proteinas se logran a través de la manipulacion de sus genes. Las investigaciones
sobre modelos de enzimas aportan mucha informacién para la interpretacion de sus mecanismos cataliticos.
Es posible, por ejemplo, analizar de una manera completamente nueva las interacciones proteina-ligando y la
estabilidad de las proteinas, disecando la participacién individual de los aminoacidos y su contribucién a la
funcion, y su importancia estructural (Montero, 1995).

En la actualidad es posible introducir mutaciones en posiciones precisas en los genes usando
técnicas in vitro, adelantdndose a los mecanismos naturales de evolucion y acelerando y gobernando el
proceso (Montero, 1995).

Esta herramienta constituye una estrategia fundamental de los bioquimicos en el estudio de la

estructura y actividad de las proteinas asi como el disefio de novo de proteinas, ya que incluye la
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construccién, el andlisis y el uso de proteinas modificadas, lo que puede incluir cambios en la especificidad de
los sustratos de una enzima o incrementar la estabilidad de la proteina para usos industriales (Montero,
1995).

La metodologia ideal para confirmar en una proteina, el papel de un residuo en particular
previamente identificado por otros métodos (quimicos, genéticos, prediccién, cristalograficos) ya sea en la
estructura o en la funcién es la mutagénesis dirigida, que se realiza mediante la técnica conocida como
mutagénesis por oligonucleotido, desarrollada inicialmente por Hutchinson y colaboradores, en la que un
oligonucledtido sintético se emplea como mutageno altamente especifico (esquema 3). Con esta técnica se
tiene la posibilidad de introducir, cambiar o quitar un aminoacido deseado dentro de la secuencia de una
proteina, una vez que el gen ha sido clonado y secuenciado, representa una gran oportunidad para estudiar y
comprobar los mecanismos moleculares propuestos (Montero, 1995).

Una de las mas excitantes aplicaciones de la manipulacién de genes se encuentra en el campo de la
ingenieria de proteinas. Esto implica alterar la estructura de proteinas via alteraciones de la secuencia del
gen, y ha sido posible debido a la técnica de mutagénesis in vitro. El efecto deseado puede ser la alteracion
de la actividad catalitica de una enzima por modificacién de residuos alrededor del sitio activo, un
mejoramiento en el estado nutricional de una proteina almacenada o un mejoramiento en la estabilidad de

una proteina usada en la industria o0 en la medicina (Montero, 1995).

1.10 Espectroscopia de fluorescencia

Luminiscencia es el término aplicado a la reemision de radiacién que ha sido absorbida previamente.
En la fotoluminiscencia molecular, los fotones de radiacién son absorbidos por moléculas, elevandolas a algun
estado de excitacion para que al regresar a su estado basal, emitan radiacion, es decir, se convierten en
luminiscentes. La fotoluminiscencia se divide en fluorescencia y fosforescencia, dependiendo de la naturaleza
del estado excitado (Lakowicz, 2004, Willard, 1991).

La fluorescencia se diferencia de la fosforecencia en que las transiciones electrénicas responsables
de la fluorescencia no conllevan un cambio en el espin del electron. Las velocidades de emision de
fluorescencia estan generalmente en 108 s, por lo que un tipico tiempo de vida de fluorescencia esta cerca
de 10 nanosegundos (ns) igual a 10 x 10 s. Como consecuencia, la fluorescencia presenta una vida corta,
cesando la luminiscencia casi inmediatamente. En la mayoria de los casos, la emisién fotoluminiscente es de
mayor longitud de onda que la radiacion utilizada para su excitacion (Lakowicz, 2004, Skoog, 2001).

Los procesos que ocurren entre la absorcion y la emision de luz son ilustrados generalmente con un

diagrama de Jabtoriski (esquema 3) (Lakowicz, 2004).
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Esquema 3. Una forma de un diagrama de Jabtonski (Lakowicz, 2004).

La linea gruesa horizontal que se encuentra en la parte inferior de la figura, representa la energia del
estado fundamental de la molécula (So), que normalmente es un estado singulete. A temperatura ambiente,
este estado representa practicamente la energia de todas las moléculas en una disolucion (Lakowicz, 2004,
Skoog, 2001).

Las lineas gruesas superiores son los niveles de energia de los estados vibracionales fundamentales
de los tres estados electronicos excitados. Las dos lineas finas horizontales situadas en la parte izquierda
superior representan los estados electronicos singulete primero (S1) y singulete segundo (S,). En cada uno de
estos niveles electronicos de energia los fluordforos pueden existir en numerosos niveles de energia
vibracionales, representados por 0, 1, 2, 3, etc (Lakowicz, 2004, Skoog, 2001).

Las transiciones entre los estados son representadas con las lineas verticales para ilustrar la
naturaleza instantanea de la absorcion de luz. Las transiciones ocurren cerca de 10-'®s (Lakowicz, 2004).

La linea de la derecha (To) representa la energia del primer estado electronico triplete. Normalmente
la energia del primer estado triplete excitado es menor que la energia del correspondiente singulete
(Lakowicz, 2004; Skoog, 2001).

Desde el punto de vista analitico, la espectroscopia de fluorescencia es ideal para estudiar la
estructura, funcion, ambiente local y la dinamica de proteinas. Desafortunadamente, de manera frecuente,
moléculas no fluorescentes estan presentes en la region de interés. La mutagénesis sitio dirigida combinada

con la modificacién quimica especifica ha resuelto este problema, permitiendo la introducciéon de una sonda
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fluorescente a través de modificaciéon quimica en una regién definida de la estructura que la proteina plegada
tolere, obteniendo informacién local que permite determinar cambios conformacionales en las proteinas e
inferir propiedades de las mismas (Gonzalez, 2005).

Los requerimientos basicos para que este sistema de marcaje de sitios especificos funcione
dptimamente son que las zonas donde se muten las cisteinas se encuentren expuestas y accesibles para que
sean altamente reactivas, ademas de que la mutacion no sea critica en su microambiente (contactos entre los
aminoacidos a su alrededor); sin embargo, si existen cisteinas en zonas internas de la proteina, éstas no
interfieren en la modificacion quimica y si son muy importantes en términos de estabilidad de la misma. La
glucosamina-6-fosfato desaminasa de Escherichia coli mantiene sus propiedades cinéticas después de la
mutacién de tres de sus cuatro cisteinas nativas y de la modificacién quimica por lo que es posible medir los
cambios conformacionales que se llevan a cabo con la adicién de sus ligandos (activador e inhibidor) con
técnicas fluorescentes. Los datos fluorescentes en general nos proporcionan una gran informacién de lo que
estd ocurriendo en la posicidon especifica a medir, de manera general se puede describir una forma

caracteristica de los espectros (Gonzélez, 2003).

1.11 Introduccién de sondas fluorescentes

Los fluordforos son substancias fluorescentes que se clasifican en intrinsecos y extrinsecos. Los
fluoréforos intrinsecos son aquellos que se encuentran de manera natural en la molécula, estos incluyen
aminoacidos aromaticos (triptéfano, tirosina y fenialanina), Nicotinamida adenina dinucleétido (NADH),
flavinas y derivados de piridoxal y clorofila. Los fluoréforos extrinsecos son aquellos que son agregados a la
molécula de interés cuando ésta no es fluorescente, o cuando su fluorescencia intrinseca no es adecuada
para el experimento deseado, ejemplos: fluoresceina, rodamina y otras numerosas sustancias (Lakowicz,
2004).

La empresa Toronto Research Chemical Inc., comercializa 15 diferentes sondas fluorescentes con
derivados de los grupos dansilo, cumarina, rodamina, etc., unidas a un grupo tiosulfonato. Estos derivados
presentan en su estructura un grupo tiosulfonato por lo que son especificos y altamente reactivos a los grupos
sulfihidrilo de las cisteinas con respecto a los demas grupos funcionales de los aminoacidos. Por lo que la
introduccién de un residuo de cisteina con técnicas de biologia molecular o bien usando a las cisteinas

presentes en la proteina hace posible introducir estas sondas de manera selectiva (Bergstrom et al., 1999).
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La reaccion que se produce es:

o 0
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de una proteina {dansil-amidoetil-MTS) especificamente

Esquema 4. Reaccion del fluoréforo dansil-amidoetil-MTS con un residuo de cisteina de una proteina, para
obtener una proteina marcada especificamente.

Si el grupo SH de un residuo de cisteina de una proteina estd expuesto al disolvente, es
tremendamente reactivo con la sonda fluorescente que termina unida covalentemente a la proteina
(Bergstrom et al., 1999).

La ventaja experimental de incorporar fluoréforos extrinsecos a la proteina como el dansil-amidoetil-
metanctiosulfonato (dansil-amidoeti-MTS), es que comparandolo con los fluordforos intrinsecos, éste posee
una mayor sensibilidad debido a su gran rendimiento cuantico (@), ademas de gue su longitud de onda de
excitacion (Aec = 341 nm) no interfiere con los fluoréforos intrinsecos de la proteina, por lo que la sefial
producida sera exclusiva del fluordforo extrinseco como de su posicidn en la proteina. El dansil-amidoetil-MTS
es muy sensble a los cambios de polaridad del medio, lo que hace que sea ideal para el estudio de los
cambios conformacionales que presenta la proteina, midiendo principalmente en regiones donde se exponen
u ocultan de manera considerable de un conférmero a otro como la posicion 164 y la 206 de la glucosamina-
G-fostato desaminasa. Este fluordforo posee una longitud maxima de absorcion (Aes) a 341 nm y dos
longitudes de emision (Aemi) Una a 498 nm y ofra a 532 nm excitando a una longitud de onda (Aec) de 341 nm.
Ademas, es mas estable unido a la proteina que cuando esta libre, con esto se asegura de que en efecto se
encuentra unido a los residuocs de cisteinas (Hubell et al., 2000).

La combinacion de técnicas de mutagénesis sitio dirigida y marcaje quimico (con reactivos
fluorescentes) son necesarias para llevar a cabo el marcaje sitio especifico de proteinas. Para ello, se realiza
un disefio de las zonas a ser modificadas quimicamente a partir de un andlisis estructural detallado porque se
requiere la infroduccidn de residuos de cisteinas en las zonas elegidas que no perturben al sistema original. El
proposito es monitorear sistematicamente regiones especificas de una proteina, siguiendo los cambios
conformacionales asociados a la unién de diferentes ligandos en solucion, para establecer asi correlaciones
entre las propiedades fisicoguimicas de las sondas fluorescentes y los cambios conformacionales que

presentan las proteinas.
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2. OBJETIVO

General

e Combinar las técnicas de mutagénesis sitio dirigida, marcaje sitio especifico con fluoréforos y
espectroscopia de fluorescencia para poder monitorear los cambios conformacionales que se llevan
a cabo durante la transicién alostérica de la glucosamina 6-fosfato desaminasa (GIcN6P
desaminasa) de Escherichia coli, cuando ésta interactta con el ligando de su sitio activo: 2-amino-2-
desoxi-D-glucitol-6-fosfato  (GIcN-0l-6P) o con el ligando de su sitio alostérico: N-acetil-D-

glucosamina 6-fosfato (GIcCNAC6P).

Particular

e Realizar un marcaje sitio especifico con el fluoréforo dansil-amidoetil-MTS en las mutantes
C118/C228S/C239S/H164C y C118/C228S/C239S/S206C de glucosamina-6-fosfato desaminasa
para monitorear los cambios conformacionales en solucién por la emisién de fluorescencia del grupo
dansil unido al residuo 164 6 al residuo 206, titulando con el ligando del sitio activo o con el ligando

del sitio alostérico.
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3. HIPOTESIS

La flexibilidad conformacional en proteinas tiene un papel fundamental en los procesos cataliticos de
las enzimas, en particular en las de tipo alostérico, como es el caso de la glucosamina-6-fosfato desaminasa,
por lo tanto, al introducirle sefiales fluorescentes sitio especificas (dansil-amidoetil-MTS) se podra revelar

informacion sobre la transicion alostérica en solucion, cuando es inducida del sitio activo o del sitio alostérico.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Se utilizaron reactivos grado analitico de la marca Sigma-Aldrich y agua desionizada. EI marcador
fluorescente dansil-amidoetil metano-tiosulfonato (dansil-amidoetil-MTS) se obtuvo de la compafiia Toronto

Chemical Research (Toronto, Canada).

Sintesis de la matriz de afinidad. La matriz de afinidad de N-6-amino-n-hexanoil-D-glucosamina-6-
fosfato agarosa se prepard por la unién de GIcNGP con agarosa-acido 6-amino-n-hexanoico (2 peq de grupos
aminohexanoato por mL de gel), de acuerdo a Calcagno et al (1984). A la suspensién de agarosa en agua
desionizada, se le agregd GIcN6P (forma acida) con una concentracion final de 0.1 My el pH se ajusté a 4.5
con NaOH, con un potenciémetro de la marca Brinnkmann. La reaccion se realizé a temperatura ambiente
adicionando 0.2 mM de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) carbodimida hidroclorada por cada mL de suspensién,

agitandolo suavemente por 12 horas. El gel se lavo con amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 7.25 y NaCl 0.1 M.

Sintesis de GIcNAc6P. La N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato (GIcCNACGP) se sintetiz6 a partir de la D-
glucosamina-6-fosfato (GIcN6P), de acuerdo a los trabajos de Rogers y col (1988). Se pesaron 2 gramos de
ésta y se resuspendieron en 18 mL de agua desionizada, se le adicionaron 400 mg de bicarbonato de sodio
(NaHCOs) manteniendo la reaccion en frio, agitada y a un pH entre 6 y 7, posteriormente se le adicionaron
640 pL de anhidrido acético (CH3CO),0, controlando el pH entre 6 y 7 con hidréxido de potasio (KOH) 1 N
con un potenciémetro de la marca Brinnkmann, hasta estabilizarlo, se dejo reaccionar durante 12 horas
aproximadamente, después se acidificd y se pasé por la columna Dowex 50WX4-200 la cual se eluyd con
agua desionizada, la elucidn se sigui6 colorimétricamente con el siguiente procedimiento: se colocaron 100 pL
de una solucion de borato de potasio (realizada a partir de &cido bérico e hidroxido de potasio) y 2.5 uL de las
fracciones recolectadas se calentaron a punto de ebullicion por 3 minutos, se dejaron enfriar y se les agregé 1
mL de una solucién que contiene 1 % p/v paradimetilamino benzaldehido, 1 % v/v de &cido clorhidrico 12 M
en acido acético, se agitd y se incub6 a 37 °C por 15 minutos, los tubos positivos que contenian la GIcNAC6P
desarrollan un color morado el cual es medido a una longitud de onda (A) de 544 nm, posteriormente se
elimind el exceso de acido acético con ayuda de una liofilizadora y se resuspendié con agua desionizada en
una cantidad proporcional al volumen obtenido, se neutralizé con KOH 10 N a un pH de 7.7 y por Ultimo se

liofilizo.
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Sintesis de GlcN-ol-6P. El 2-amino-2-desoxi-D-glucitol-6-P (GIcN-ol-6P) se sintetizd a partir de D-
glucosamina-6-fosfato (GICNGP), sal de sodio y borohidruro de sodio (NaBH.) como agente reductor, de
acuerdo a Rogers y col (1988). Se disolvieron 250 mg de D-glucosamina-6-fosfato en 10 mL de agua
desionizada y se le agregaron 75 mg de NaBH. de forma lenta durante 2 horas manteniendo la reaccion en
frio, agitando y en un intervalo de pH de 8 a 9 (con &cido acético 1 N), manteniéndose durante
aproximadamente 15 horas a temperatura ambiente o en frio, se ajusté el pH a 3 con acido acético 6 N y con
acido clorhidrico 10 N al final, después de que se ajustd se pasoé por una columna de Dowex 50 eluyendo con
agua desionizada la elucion es seguida por actividad enzimatica, las fracciones que contienen el GlcN-ol-6P
son neutralizadas con hidroxido de sodio (NaOH) 19 N hasta un pH final de 7.5 y por Ultimo se liofilizd con una

liofilizadora y centrifuga de vacio del tipo Speed Vac., Savant SC10.

4.2 Cepa bacteriana

La cepa de la bacteria Escherichia coli empleada para la expresién de proteina fue IBPC590,
obsequiada por la Dra. Jacqueline Plumbridge del Instituto de Biologia Fisicoquimica de Paris, Francia. Esta
cepa fue derivada de la JM101, en donde se elimind el gene nagB (gene de la glucosamina-6-fosfato
desaminasa) por insercién de un cassette de resistencia a la kanamicina (Altamirano et al., 1991). Otra
caracteristica importante es que esta cepa presenta un genotipo Alac (gene lac, genera la proteina inhibidora
que se une a la regién promotora) por lo que la expresién de la enzima glucosamina-6-fosfato desaminasa de
E. coli es constitutiva.

Para los ensayos de mutagénesis sitio dirigida, transformacién bacteriana y purificacion de ADN
(acido desoxirribonucleico) asi como la secuenciacién del ADN se utilizaron las cepas de E. coli XL-1 Blue

(Stratagene, California, EUA) y JM101, respectivamente.

4.7 Plasmidos

Se utilizo el vector pTZ18R en donde se insertd un fragmento de ADN que contiene una copia del
gene nag B (descrito en el inciso anterior). El fragmento se subclond por digestion con EcoR | e Hindi lll a
partir del plasmido descrito por Altamirano et al. (1991). Con este plasmido se llevé a cabo la mutagénesis
sitio dirigida por reaccion en cadena de polimerasas (PCR) utilizando oligonucleétidos sintéticos de acuerdo
con el método comercial de “QuickChange” de la compafia Stratagene (California, EUA). En este método se
utilizé un par de oligonucleétidos mutagénicos para sintetizar copias del vector de expresion (conteniendo la
mutante), y se utilizo la cepa de E. coli. XL1 - Blue para transformar el ADN mutagénico obtenido por PCR.

Previo a la transformacion se digirié el producto de PCR con la enzima Dpn | que reconoce ADN metilado.
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4.14 Mutagénesis

La mutagénesis sitio dirigida para el cambio de tres cisteinas por serinas se realizd por sucesivas
mutagénesis individuales a partir del plasmido silvestre en el siguiente orden: C118S, C228S y C239S. Las
mutantes con una Unica cisteina reactiva se construyeron a partir del plasmido que contiene la triple mutante
C118S/C228S/C239S. La mutagénesis sitio dirigida se realizd con el Quick Change Kit (Stratagene, La Jolla,
CA. EUA) usando la enzima Pfu polimerasa; siguiendo las especificaciones del vendedor. La reaccién de PCR
se llevo a cabo utilizando las siguientes condiciones: la cantidad de plasmido pTZ18R nagB fue de 50 ng y la

de los oligonucledtidos fue de 125 ng. Se hicieron los siguientes ciclos:

Paso Temp (°C) / tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95/3 min 1
Desnaturalizacion 95/1 min

Hibridacion 55/1 min 25
Polimerizacion 68 /10 min
Extensién final 68 /10 min 1

El orden de las mutagénesis individuales sucesivas a partir del plasmido silvestre fueron:

Orden Mutante Oligonucleétidos utilizados

5-GAC GCC GAG AGC CGC CAG TAT-3'y
1 C118S 5-ATA CTG GCG GCT CTC GGC GTC-3'

5-ACC ATC AGC AGT CTG CAACTG C-3'y
2 C118S/C228S 5-G CAG TTG CAG ACT GCT GAT GGT-3'

5-ATC ATG GTG AGC GAT GAACCT TC-3'y
3 C118S/C228S/C239S 5-GA AGG TTC ATC GCT CAC CAT GAT-3

5-TAT CAA AAC CCT GAC TTG CGA CAC TC-3'y
4 C118S/C228S/C239S5/H164C | 5-AGT GTC GCA AGT CAG GGT TTT GAT AC-3’

C1188/C2285/C2398/5206C | 9-CGC TGG GTT GCC AGA AAG CAC-3'y
5.GTG CTT TCT GGC AAC CCA GC-3'
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Después de los experimentos de mutagénesis, el producto de amplificacién de la PCR se digirié con
la enzima Dpn | y se usd para transformar células competentes tipo XL1-Blue, siguiendo las indicaciones del
vendedor. Las mutaciones deseadas se confirmaron por la secuenciacion del vector con un Genetic Analyzer
ABI PRISM 310 (Perkin-Elmer Applied Biosystems) en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, México.

El vector que lleva la enzima mutante se utilizd para la transformacion de una cepa de E. coli
IBPC590 por electroporacién utilizando el electroporador gen pulser Il (BIORAD). La muestra se sometié a un
pulso eléctrico de 2.5 KV, con una capacitancia de 25 WuF y una resistencia de 200 W. Estas condiciones
generan un campo eléctrico de 12.5 KVem! que duran aproximadamente 4 microsegundos. Para permitir la
expresion del gene de resistencia se incub6 durante 1 hora a 37 °C y posteriormente se sembré en placas de

agar que contienen ampicilina a una concentracién final de 50 yg mL-".

4.15 Expresion de la enzima silvestre y las mutantes

Se inocularon tubos de 10 mL de medio Luria-Bertani (LB, anexo 7.1) conteniendo ampicilina (50 pg
mL-") y se incubaron a 37 °C en una agitadora orbital a 200 revoluciones por minuto (rpm) durante 12 horas.
Posteriormente se utilizé este cultivo para inocular matraces erlenmeyer con 200 mL del mismo medio y se
cultivd en las mismas condiciones durante 4 horas. Este cutlivo se utilizé para inocular matraces erlenmeyer
de 2 L conteniendo 1 L del mismo medio (LB) y se cultivéd a 30 °C durante 8 horas a 250 rpm hasta obtener
una densidad ptica mayor a 1, a una longitud de onda de 650 nm en un espectrofotémetro de la marca DU

7500 de la marca Beckman Coulter.

4.16 Purificacion de la enzima silvestre y las mutantes

Las células se centrifugaron a 25,000 g durante 10 minutos a 4 °C y se lavaron con 250 mL de KCI
0.15 M en frio y se centrifugaron en las mismas condiciones, se elimind el sobrenadante. El precipitado
celular se lavo y resuspendio en un amortiguador Tris 50 mM, pH 7.5, acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
10 mM a 4 °C, las células se rompieron por sonicacién a 4 °C, utilizando un sonicador (Ultrasonic
Homogenizer) con pulsos de 20 segundos con una amplitud de 40% a intervalos de descanso de 2.5 minutos
(para evitar calentamiento que podria implicar desnaturalizacién de proteinas). La muestra se centrifugo a
27,000 g (4 °C) durante 45 minutos para eliminar restos celulares en una centrifuga Beckman Avanti J-251
rotor Beckman JA 25.50. Al sobrenadante se le agreg6 sulfato de amonio [(NH4)2SO4] hasta obtener una
solucién saturada del 40 % (p/v); nuevamente se centrifugé a las mismas condiciones anteriores excepto que

fue durante 30 minutos, se eliminé el precipitado que no contenia la enzima de interés. Posteriormente se

28



saturd el sobrenadante al 55 % con sulfato de amonio (p/v) para precipitar la glucosamina 6-fosfato
desaminasa, la cual se centrifugd bajo las mismas condiciones.

El siguiente paso de purificacion se llevd a cabo a través de un método de cromatografia de afinidad,
es decir, se hace pasar la proteina por una columna de cromatografia, la cual contiene un material (agarosa-
acido 6-amino-n-hexanoico) que tiene unidas moléculas de GIcNG6P (D-glucosamina-6-fosfato) por el grupo
amino, de manera que se asemejan al activador alostérico (GICNAC6P ligando del sitio alostérico) y esto hace
que la glucosamina-6-fosfato desaminasa se una al ligando inmovilizandola de manera especifica. Las
proteinas que no interactian con el ligando se eluyen con el amortiguador Tris 50 mM, pH 7.5. La GIcNG6P
desaminasa es eluida, separandola de la matriz por la adicion del activador alostérico (GICNAC6P) a una
concentracion de 10 mM, las fracciones que presentan actividad se recolectaron y se dializaron con un
amortiguador de Tris 50 mM, pH 7.5 durante 12 horas y se conservaron a 4 °C por una semana, o bien se
conservan en 50 % de glicerol (v/v) a -20 °C por un mayor tiempo.

La purificacién de la enzima silvestre y de la triple mutante se siguid y verificd por electroforesis en

geles de poliacrilamida al 12 % bajo condiciones desnaturalizantes (anexo, 7.2y 7.3).

4.17 Concentracion de proteina

La concentracién de la enzima silvestre y de las diferentes mutantes (antes de ser modificadas
quimicamente) se calculé utilizando un espectrofotémetro UV-Visible Cary 400 Varian, Australia, a partir de la
absorbancia de la GIcN6P desaminasa silvestre que es de 279 nm en Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, usando su
absortividad molar conocida, €280 = 20.20x10* M-'cm' (Calcagno et al., 1984, Altamirano et al., 1995). Los
datos de concentracion empleados se refieren siempre a la proteina en su forma hexamerica. La
concentracion de las mutantes modificadas quimicamente con dansil-amidoetil-MTS se determind por el

método del &cido bicinconinico (Smith et al., 1985), utilizando a la enzima silvestre como estandar.

4.18 Ensayos enzimaticos

La determinacion de la actividad en velocidades iniciales (Vo) de la enzima GIcN6P desaminasa se
realizé en la direccion de la formacion de fructosa 6-fosfato (Fru6P) en una mezcla de reaccion de 200 pL que
contenia amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA 25 mM, con concentraciones variables de activador y
de sustrato, a tiempos fijos mediante un método colorimétrico. La reaccién se inicid por la adicion de la
enzima y la mezcla se incubd a 30 °C. La reaccion se interrumpié a los 10 minutos mediante la adicion de 2

mL de HCI 10 M. La concentracion de fructosa se determin6 adicionando 0.5 mL de resorcinol e incubando
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por 10 minutos a 70 °C, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se tomaron las lecturas correspondientes a
512 nm comparadas con una curva patron de Fru6P; método de resorcinol (Midelfort et al., 1976).

Los datos cinéticos se analizaron utilizando una regresion no lineal con el programa Origin 7
(MicroCal Software, Inc., Northampton, MA). Los datos que se obtuvieron sin activador se ajustaron a la
ecuacion de Hill, los que se obtuvieron con activador con la ecuacion de Michaelis-Menten y cuando se
reunieron todas las gréaficas con la ecuaciéon de Monod-Wyman-Changeux (Monod et al., 1965, Montero,
2001) y con la ecuacién de un modelo alostérico: Modelo de Ajuste de Groel, que contempla la presencia de

dos tipos de unién en la proteina alostérica (Yifrach & Horovitz, 1998).

Ecuacién de Hill:

n

X
Y= Ymax e

Donde:

y = velocidad inicial (Vo)

Vinax= Velocidad maxima

x = concentracion inicial de sustrato
K= constante de Hill

n = coeficiente de Hill

Ecuacion de Michaelis-Menten:

Donde:

y = velocidad inicial (Vo)

Vinax= Velocidad maxima

x = concentracion inicial de sustrato
K,,,= constante de Michaelis

Ecuacién de Monod-Wyman-Changeux (MWC):

kegN Er Lca 1+ca "t +al1+a™?
Li+ca™+ 1+ca™

Vo=

Donde:
a = concentracion de sustrato normalizada [GICNGP/knR]
L = relacion entre los dos conférmeros T/R
¢ = relacion de la constante de disociacién para los estados Ry T
(krlk)
E; = concentracion total de la proteina
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Modelo de Ajuste de Groel:

Vmax1+vmaX2 S Kl rl-|'Vrnax3 S Kl n S KZ m
1+ S K; "+ S K; "+ S K, m

V0:

Donde:

Vinax1, Vmax2 ¥ Vmax3= Velocidades iniciales méximas
S = concentracion del sustrato

K; y K, = constantes de disociacion aparentes

n 'y m = coeficientes de Hill

4.9 Modificaciones quimicas con dansil-amidoetil-MTS en las cisteinas reactivas de la GIcN6P

desaminasa

La modificacién quimica de las mutantes de la GIcN6P desaminasa en las posiciones 164 y 206 se
realizaron con un exceso molar de 10 veces del fluoréforo, disuelto en una solucién acuosa al 20 % (v/v) de
dimetilsulfoxido (DMSO), con una concentracién final del solvente organico mayor al 5 % (v/v), para evitar la
desnaturalizacion de la proteina. Después de realizar la modificaciéon quimica, las muestras se incubaron en
Tris-HCI 50 mM, pH 7.5 a 4 °C por 12 horas protegidas de la luz. La concentracién de proteina usada varid
entre 5y 10 mg/mL. Previamente al marcaje, las muestras de proteina fueron reducidas con ditiotreitol (DTT)
1 mM en Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, por una hora a 4 °C, seguido de una filtracién en una columna HR-100
(Pharmacia, Biotech), para eliminar el exceso de DTT. Después de la modificacion quimica, el exceso del
marcador se elimind realizando una serie de lavados (concentracion y dilucion de la proteina) en filtros
Amicon Ultra-4 con un corte de 10 kDa de la compafiia MILLIPORE, hasta alcanzar un factor de dilucién de
10, 000 veces para completar la remocion del exceso del marcador. La eficiencia del marcaje se determind
por la reactividad de los grupos tioles de las cisteinas de la proteina al cromogénico 5-5'-ditiobis (2-&cido
nitrobenzoico (DTNB), que forma el 2-nitrobenzoato (TNB) al reaccionar, el cual es cuantificado por su
absortividad molar ey = 14250 M-' cm™! a una longitud de onda (A) de 409 nm, temperatura de 25 °C y un pH
de 7.4 (Eyer et al., 2003).
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4.10 Determinaciones por fluorescencia en estado estacionario

La fluorescencia en estado estacionario se determind en un espectrofluorémetro ISS PCI (ISS Inc.,
Champine, IL USA), bajo las siguientes condiciones experimentales: temperatura de 30 °C, concentracion
final de enzima de 1 uM en amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7.5. La longitud de excitacién (Aexc) para la
sonda fluorescente dansil-amidoetil-MTS fue de 341 nm. Los espectros de emisién de fluorescencia en los
experimentos de ftitulaciones con los ligandos de la GIcN6P desaminasa (GICNAC6P y GlcN-ol-6P) se
colectaron en los intervalos de 450 a 500 nm, con un paso de luz de 0.5 nm. Las rejillas de paso de luz para la
excitacion y la emision fueron de 4 y 8 nm respectivamente. La proteina modificada con dansil-amidoetil-MTS
requirié aproximadamente de 20 minutos para estabilizarse en la emisién de fluorescencia basal antes de la
adicion de los ligandos. Los datos se procesaron con el programa Origin 7 a partir de archivos en formato tipo

ASCII obtenidos directamente del espectrofluorometro.

411 Determinacion de la dependencia de la polaridad relativa del disolvente con las

propiedades fluorescentes del dansil-amidoetil-MTS-cisteina

La relacion de las curvas para los fluoréforos unidos a cisteina con la polaridad relativa del disolvente
se obtuvo haciendo reaccionar al dansil-amidoetil-MTS (30 uM) con L-cisteina (150 uM) en amortiguador Tris-
HCl 50 mM, pH 7.5 y posteriormente midiendo los espectros de emisién fluorescente en mezclas de
agua/dioxano, en un intervalo de 0 a 100 % (v/v), a 30 °C. La concentracién final de los fluoréforos unidos a

cisteina fue de 1 uM.
4.12 Rendimiento cuantico (@)
El rendimiento cuantico del dansil-amidoetil-MTS tanto en forma libre como unido a la proteina, asi

como también el de los fluoréforos intrinsecos de la enzima silvestre, se determiné utilizando la siguiente
relacion (Chen, 1965):

FXDOeSt

s = Ot FogiDO,

Donde:

@ = rendimiento cuantico

x = solucion problema

est = solucion estandar

F = intensidad de fluorescencia relativa

DO = densidad optica a la longitud de excitacion (Aex)
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Como estandar se uso6 sulfato de quinina, el cual tiene un rendimiento cuéntico (@) de 0.55 en H,SO4
1 N. Los espectros de emisidn de fluorescencia del fluoréforo se colectaron a diferentes intervalos; para el
sulfato de quinina fue de 370 nm a 700 nm (excitando a una A de 360 nm), para la enzima silvestre fue de 305
nm a 450 nm (con una Aex de 295 nm), para las enzimas modificadas quimicamente con dansil-amidoetil-MTS
fue de 350 nm a 700 nm (con una Aex de 341 nm). La fluorescencia del amortiguador fue substraida de cada

muestra antes de determinar el rendimiento cuantico en todos los casos.

4.13 Modelaje y visualizacion molecular de los conférmeros T y R de la GIcN6P desaminasa

Las estructuras cristalograficas y los modelos estructurales generados fueron visualizados con el
programa PYMOL (DeLano, 2004). El analisis tedrico de los efectos de la introduccién de los triptéfanos en la
posicion 164 6 206 (mutaciones “in silico”) se realizo con el programa PYMOL buscando el rotamero del
triptéfano con menor energia a partir de la libreria de rotdmeros del mismo programa. Los archivos de PDB de
los conférmeros T y R fueron 1fs6 y 1frz, respectivamente. Después de reemplazar los triptéfanos dentro de
los archivos de PDB de cada conférmero, se les realizd una minimizacién molecular con el programa
CHARMM Beta Release Version 28b1 (Mainhart et al., 1984, Patel et al., 2004), en una computadora con
sistema operativo Linux-2.4.20-8 (i686), con un CPU Athlon a 1.5 GHz, 2.0 GB de RAM, utilizando el método
ABNR (adopted basis Newton-Raphson) y 500 pasos de minimizacién. Los célculos del area superficial
accesible al solvente (ASA) se realizaron a partir de los archivos PDB correspondientes a los conférmeros Ty
R, con el programa NACCESS, el cual usa el algoritmo de Richard (Hubbard et al., 1992), considerando un

radio estandar del solvente de 1.4 A.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Comportamiento cinético de la glucosamina-6-fosfato desaminasa silvestre

La determinacion de la actividad cinética de la enzima se realizd en condiciones de velocidades
iniciales (Vo), en donde no més del 10 % del sustrato se transformé en producto. Para la reaccién de
desaminacién, la glucosamina 6-fosfato desaminasa silvestre de Escherichia coli presenta un comportamiento
cinético tipo K, su gréfica de velocidad a diferentes concentraciones de sustrato (GICNGP) y en ausencia de
activador alostérico (GIcNAc6P) adquirié una forma sigmoidea que indicé cooperatividad y un comportamiento
homotropico positivo con respecto al sustrato; sin embargo, al adicionarle el activador (1 mM) la gréafica
adquirié una forma hiperbdlica rectangular, que indicé un comportamiento heterotropico positivo con respecto

al activador alostérico (figura 6).
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Figura 6. Comportamiento cinético de la glucosamina-6-fosfato desaminasa silvestre.

El efecto cooperativo se explica de la siguiente manera: la enzima presenta dos conférmeros, uno T
(de baja afinidad por el sustrato) y uno R (de alta afinidad por el sustrato), la adicién de concentraciones
crecientes del sustrato lleva a la forma R, lo que quiere decir que existe una diferente afinidad por el sustrato
entre los dos conférmeros y dependiendo de la fraccion de la poblacion entre T y R, se observa el
comportamiento sigmoidal de actividad en ausencia del activador alostérico. Estos datos se ajustan a la

ecuacion de Hill (Materiales y Métodos, seccion 4.8). En cambio, cuando se determiné la actividad de la
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enzima silvestre bajo las mismas condiciones y adicionando ademas al activador GIctNAC6P (ligando del sitio
alostérico) la enzima pas6 a su forma R y por ello presentd un comportamiento hiperbélico que es ajustable a

la ecuacion de Michaelis-Menten (Materiales y Métodos, seccion 4.8).

5.2 Comportamiento cinético de la triple mutante C118S/C228S/C239S

La GIcN6P desaminasa silvestre tiene cuatro residuos de cisteinas por mondmero (118, 228, 219 y
239), dos de las cuales (118 y 239) son altamente reactivas a compuestos de tipo 5,5'—ditiobis (2-acido
nitrobenzoico (DTNB) en el conférmero T, esto significa que son sensibles al ataque nucleofilico en su grupo
sulfihidrilo, mientras que en el conférmero R, la reactividad para los tioles estd completamente protegida
(Altamirano et al., 1992), por lo que para llevar a cabo el marcaje sitio especifico en las posiciones 164 y 206
y eliminar la reactividad no deseada de los grupos tiol durante el marcaje fluorescente con dansil-amidoetil-
MTS, se reemplazaron los residuos de cisteinas 118, 228 y 239 por serinas C118S/C228S/C239S (de
acuerdo a Altamirano et al., 1992, esto no modifica la activacion alostérica tipo K de la enzima). En cuanto al
residuo de cisteina 219, ésta no es reactiva porque estudios critalograficos revelan que se localiza en la parte
interna de la enzima formando un enlace disulfuro (Oliva et al., 1995). Finalmente se obtuvo la triple mutante
C118S/C228S/C239S que no fue reactiva al DTNB en estado nativo.

La determinacién de la actividad cinética de la triple mutante también se realiz6 en condiciones de
velocidades iniciales, en donde no mas del 10 % del sustrato se transformé en producto. Para la reaccion de
desaminacion, la triple mutante también presentd un comportamiento cinético tipo K, su grafica de velocidad a
diferentes concentraciones de sustrato (GIcN6P) y en ausencia de activador alostérico (GIcNAC6P) adquirié
una forma sigmoidea que indicé cooperatividad y un comportamiento homotrépico positivo con respecto al
sustrato; sin embargo, al adicionarle el activador (1 mM) la gréfica adquirié una forma hiperbélica rectangular,
que indicd un comportamiento heterotrépico positivo con respecto al activador alostérico (figura 7).

La tabla 1 contiene los parametros cinéticos de la enzima GIcNGP desaminasa silvestre y de la triple
mutante (C118S/C228S/C239S). La triple mutante es activa y muestra un comportamiento cinético similar al
de la enzima silvestre para la reaccién de desaminacion. La Kos para el sustrato disminuye a concentraciones
altas de activador alostérico, de la misma forma que en la enzima silvestre. Sin embargo, la ket disminuy6 de
153 s (enzima silvestre) a 96 s (triple mutante), es decir disminuyé en un 37 % y mantuvo el 63 % de la
enzima silvestre; los parametros L y ¢ del modelo MWC (Monod, Wyman y Changeux) fueron similares a los
de la enzima silvestre.

En conclusion, las propiedades cinéticas de la enzima triple mutante se mantienen similares a las de
la enzima silvestre, por lo que se le considera como un adecuado sistema de inicio para realizar el marcaje

sitio especifico.
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Figura 7. Comportamiento cinético de la triple mutante (C118S, C228S, C239S).

GIcN6P

silvestre
GIcN6P
desaminasa
triple
mutante

desaminasa

(s)2

153 +0.08

96 + 0.06

Kw
(mM)®

0.5+0.04

Ko 5 GicNep

(mM)e

Tabla 1. Parametros cinéticos de la glucosamina-6-fosfato desaminasa de E. coli; enzima silvestre y triple
kcat

kca!IKM Ld
(M1s-)

(x 106)
5.2 +0.04

0.46 +0.07

3.06 x 105

ce

5.1+0.06

1.0+ 0.04

0.02 + 0.002
2.08x105

0.8+0.05

0.022 + 0.005
aParametros estimados a partir del ajuste con el modelo MWC (Monod et al., 1965) por regresién no lineal.
bParametros estimados a partir del ajuste con la ecuaciéon de Michaelis-Menten en concentraciones saturantes del
activador alostérico. cParametros estimados a partir del ajuste con la ecuacion de Hill en ausencia del activador

alostérico. dePardmetros estimados a partir del ajuste con la ecuacion de MWC en ausencia del activador alostérico.
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5.3 Comportamiento cinético de la GIcN6P desaminasa de E. coli modificada quimicamente en

las posiciones 164 y 206 con dansil-amidoetil-MTS

Para obtener un sistema con cisteinas reactivas en una posicion especifica se construyeron por
mutagénesis sitio dirigida mutantes con cisteinas reactivas en las posiciones 164 y 206 a partir de la triple
mutante  C118S/C228S/C239S, obteniéndose las mutantes  H164C/C118S/C228S/C239S vy
S206C/C118S/C228S/C239S, nombradas H164C-GICNG6P desaminasa y S206C-GIcN6P desaminasa,
respectivamente. Estas mutantes se modificaron quimicamente con el fluoréforo dansil-amidoetil-MTS, por lo
que se nombraron dansil-H164C y dansil-S206C, respectivamente (figura 8). La eficiencia del marcaje de
estas enzimas mutantes fue del 98 %, determinado por la reactividad residual frente al DTNB (Materiales y
Métodos, seccion 4.9). Las mutantes modificadas quimicamente con el fluoréforo no mostraron cambios en
cuanto a su activacion alostérica de tipo K, como en la enzima silvestre, sélo la ket Se redujo
aproximadamente en un 27 % con respecto a la enzima de inicio (triple mutante). No obstante, se obtuvieron
activaciones homotrépica y heterotrépica positiva con comportamiento tipo K en ambos casos (tabla 2 y figura

9). Los datos cinéticos ajustados al modelo de MWC indicaron lo siguiente:

a) La k.t de ambas mutantes modificadas quimicamente fue practicamente la misma, sus valores
estuvieron alrededor de 70 s'. Comparando estas k'S con la ket de la enzima silvestre, éstas
disminuyeron en un 64 % y comparandolas con la ket de la triple mutante C118S/C228S/C239S,
éstas disminuyeron en un 27 %.

b) La kw (presencia de activador alostérico) de ambas mutantes continiia manteniéndose alrededor de
0.5 mM al igual que en la enzima silvestre y en la triple mutante C118S/C228S/C239S.

c) La kos (ausencia de activador alostérico) en ambas mutantes continlia manteniéndose alrededor de
5.1 mM al igual que en la enzima silvestre y en la triple mutante C118S/C228S/C239S.

d) La relacion keaku fue de 1.38x105 M-'s para la dansil-H164C y de 1.44x105 M-'s! para la dansil-
S206C, por lo que en ambas practicamente no cambié este valor, pero si disminuyeron
aproximadamente en un 53 % con respecto al de la enzima silvestre y aproximadamente en un 30 %
con respecto al de la triple mutante C118S/C228S/C239S.

e) Elparametro L que denota la relacién de los dos conférmeros varié de 0.8x106 a 0.9x108, valores que
fueron muy similares al de la enzima silvestre (1x106) y al de la triple mutante C118S/C228S/C239S
(0.8x108).

f)  El parametro ¢ que denota la relacidn de las constantes de disociacién para los estados Ty R (Kr/Kr)
se encuentra entre 0.02 y 0.03, esto indico que el equilibrio entre los conformeros Ty R se

encuentra desplazado hacia el conférmero T en ausencia de ligandos como en la enzima silvestre
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(c=10.02). Por lo tanto, el ligando del sitio alostérico (GIcNAC6P) y el ligando del sitio activo (inhibidor
competitivo: GlcN-ol-6P) fueron utilizados para inducir la transicion alostérica. El ligando del sitio
activo fue utilizado en lugar del sustrato, ya que de acuerdo a los datos cinéticos y evidencias

cristalogréficas, éste induce la transicidn alostérica de T a R (Oliva, 1995, Horjales, 1999).
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Mutante dansil-H164C Mutante dansil-S206C

Figura 8. Mutante dansil-H164C (se indica la posicién en color azul) y la mutante dansil-S206C (se indica la
posicion en color verde).
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Figura 9. Curvas de saturacidn con sustrato para la reaccion de desaminacion de las mutantes dansil-H164C
(A) y dansil-S206C (B) a diferentes concentraciones del activador alostérico (GIctNAc6P) 0 mM (@), 0.05 mM (O), 0.5
mM (m) y 1 mM (0). Las velocidades iniciales (Vo) se expresaron en uM de fructosa producida por segundo y por
molécula de enzima (hexamero), medidas a 30 °C en 50 mM de Tris-HCI, pH 7.5. Las curvas corresponden al ajuste de
los datos utilizando el modelo de MWC.
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Tabla 2. Pardmetros cinéticos de las mutantes H164C y S206C modificadas quimicamente con el fluoréforo
dansil-amidoetil-MTS.

Keat Ku Kus Gienep keat!/ Ku Lo ce

(s)2 (mM)® (mM)e (M1s)
GICNGP
d‘:;as':' 153 + 0.08 0.5+ 0.04 52+004 | 3.06x105 1x 106 0.02 + 0.002
Silvestre
Dansil- 5 6
Hieso | 706011 | 051£0021 | 52£0023 | 138x10 0.8x10 0.020 + 0.002
g;gz'(': 709+011 | 04920023 | 5120043 | 144x105 | 09x105 | 00330002

aParametros cinéticos a partir del ajuste con el modelo MWC (Monod et al., 1965) por regresién no lineal.
bParametros cinéticos a partir del ajuste con la ecuacion de Michaelis-Menten en concentraciones saturantes de
activador alostérico. cParametros cinéticos a partir del ajuste con la ecuacion de Hill en ausencia del activador alostérico.
deParametros cinéticos a partir del ajuste con la ecuacion de MWC en ausencia del activador alostérico.

5.4 Propiedades espectrales del fluoréforo dansil-amidoetil-MTS unido a cisteina

Las propiedades espectroscopicas del dansil-amidoetil-MTS unido a la cisteina se analizaron con
respecto a la polaridad relativa del disolvente (€). Para este fluoroforo no existe en la literatura una
caracterizacion espectroscopica, por lo que se realizo su caracterizacion. El dansil-amidoetil-MTS posee una
longitud maxima de absorcion (Anax) @ 341 nm y dos longitudes méximas de emisidn (Aemi), la primera a 498
nm y la segunda a 532 nm excitando a una longitud (A) de 341 nm. Para estudiar el cambio que muestran los
espectros de emision en fluorescencia con respecto a la polaridad del disolvente (figuras 10A y 10B ), se
hicieron mezclas de agua y dioxano, la constante dieléctrica (€) del agua es de € = 79.5 y la del dioxano es
de € = 2.2. Los espectros de fluorescencia del dansil-amidoetil-MTS unido a cisteina mostraron dos Amax €n el
espectro de emision de fluorescencia: una Amaxt que cambié de ~ 490 nm a 505 nm y la ofra, Amaxe que cambi
de ~ 530 nm a 560 nm (Aexc = 341 nm) cuando la polaridad del disolvente se increment6. Para el primer
maximo (Amaxt) S€ observaron dos intervalos lineales, mientras que para el segundo maximo (Amaxz) € observo
so6lo una correlacion lineal (figura 10A). Asi mismo, la relacién entre la intensidad de fluorescencia (IF) y la
polaridad del disolvente (€) también presenta dos zonas lineales para la Amaxt y una para la Amaxz (figura 10B).
Por lo que, el fluoréforo dansil-amidoetil-MTS es un excelente marcador para correlacionar la polaridad del
disolvente con los cambios en los espectros de fluorescencia.

Para el dansil-amidoetil-MTS-cisteina, las relaciones lineales fueron ajustadas por regresion lineal:

)\max‘l = 0185 (nm/ e) X + 4942 nm

Para una € con valores de ~ 2 a 56, con una r2 = 0.998.
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Amarz = 0.419 (nm/ €) X + 527 nm

Para una € con valores de ~ 2 a 80, con una r2 = 0.991.

Y las relaciones de intensidad de fluorescencia con la constante dieléctrica fueron:

IF (Amaxt) = -0.233 (U.A/€) X + 15.74 UA.

Para una € entre ~ 25y 56, con una r2 = 0.992.

IF (Amaxc) = -0.236 (U.AJE) X + 13.61 UA.

Para una € entre ~ 2'y 56, con una r2 = 0.994.

Una de las razones por las que se utilizo esta sonda fluorescente, es la gran sensibilidad que posee

debido a su alto rendimiento cuantico (®) en comparacion con él de los fluoréforos intrinsecos de las

proteinas (tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento cuantico (®) del dansil-amidoetil-MTS, solo y unido a cisteina o a la proteina.

Compuesto

®

Quinina2

0.55

Dansil-amidoetil-MTS

0.04511/0.02542

Dansil-amidoetil-MTS-cisteina

0.0555'/0.04122

Dansil-amidoetil-MTS-proteina

0.0936"/0.07352

Trp (GIcNGP desaminasa)

0.0007

aSulfato de quinina, utilizado como estandar.

"Amaxt comprendida en el intervalo de 490 nm a 505 nm.

2\max2 comprendida en el intervalo de 530 nm a 560 nm.
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Figura 10. Efectos de la polaridad del solvente en los espectros de emisién de fluorescencia del dansil-

amidoetil-MTS-cisteina. Los espectros de emision de fluorescencia se determinaron a 30 °C en mezclas de

agua:dioxano para generar las diferentes polaridades del solvente. A) Relaciones lineales entre las Amax de los espectros

de emision de fluorescencia y la constante dieléctrica del disolvente (€) para dansil-amidoetil-MTS-cisteina (Amaxt O y

Amax2 M). B) Relaciones lineales entre los cambios en la intensidad de fluorescencia de los espectros de emision y la
constante dieléctrica (€) del medio para las longitudes méximas del dansil-amidoetil-MTS-cisteina, Amax1 (O) Y Amax2 (®).

5.5 Cambios en los espectros de emision de fluorescencia extrinseca relacionados al cambio
en el microambiente de las posiciones 164 y 206 modificadas quimicamente con dansil-amidoetil-MTS,

al adicionarles los ligandos del sitio activo y del sitio alostérico a concentraciones saturantes

Otra de las ventajas experimentales de la incorporacion de fluoréforos extrinsecos a la proteina como
el dansil-amidoetil-MTS (Aexc = 341 nm), ademas de su alta eficiencia cuantica (®), es que se trabaja a una
longitud de onda (A) que no interfiere con los fluoréforos intrinsecos de las proteinas, por lo que la sefial
producida dependera exclusivamente del fluoréforo extrinseco y de su posicion en la proteina.

Se titulé el dansil-amidoetil-MTS con el activador alostérico (GIcNAG6P) hasta 1 mM y con el ligando
del sitio activo (GIcN-0l-6P) hasta 5 mM, observandose que los ligandos no producen cambios en los
espectros de emisién de fluorescencia (datos no mostrados). Por lo tanto, los cambios en los espectros de
fluorescencia de los fluoréforos extrinsecos observados al realizar las titulaciones de la enzima modificada

quimicamente con estos dos ligandos se deben exclusivamente a los cambios conformacionales producidos
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por los ligandos. Por lo cual, se pueden relacionar los cambios en el microambiente con los cambios en los
espectros de emision de fluorescencia.

Los espectros de emision de fluorescencia de la mutante dansil-H164C mostraron dos maximos uno
a Anaxt =493 nm y otro a Amaxz = 530 nm en ausencia de ligandos. Al adicionarle el ligando del sitio activo
(GlcN-0l-6P) a concentraciones saturantes, las dos Amax cambiaron, la primera a Amaxt = 496 nmy la segunda a
Amaxe = 536 nm y se present6 un incremento en la intensidad de fluorescencia. Y la adicién del ligando del sitio
alostérico (GIcNAC6P) a concentraciones saturantes también cambiaron las dos Amax, 12 Amaxt = 498 nm y la
Amaxe = 538 nm e incrementd |a intensidad de fluorescencia (tabla 4 y figura 11A).

Por otra parte, los espectros de emision de fluorescencia de la mutante dansil-S206C mostraron sus
dos maximos a Amax1 = 500 nm y a Amaxe = 538 nm en ausencia de ligandos. Al adicionarle el ligando del sitio
activo (GlIcN-0l-6P) a concentraciones saturantes, las dos Amax cambiaron, la primera a Amaxt = 494 nm y la
segunda a Amae = 529 nm y se presentd un incremento en la intensidad de fluorescencia. Y la adicion del
ligando del sitio alostérico (GICNAC6P) a concentraciones saturantes también cambié las dos Amax, 18 Amax1 =
492 nm y la Amax2 = 528 nm ademas de observarse también un incremento la intensidad de fluorescencia
(tabla 4 y figura 11B).

Por lo tanto, en la posicion 164 (mutante dansil-H164C) se detecté un aumento en la polaridad del
microambiente y una disminucién en la intensidad de fluorescencia, pero en la posicion 206 (mutante dansil-
S206C) se detectd una disminucion de la polaridad del microambiente y un gran incremento en la intensidad
de fluorescencia, estos resultados se obtuvieron cuando en ambas posiciones se produce la transicién al
conférmero R con cualquiera de los dos ligandos.

Ademas, los cambios en las Amax €n los espectros de emision de fluorescencia producidos por la
adicién del activador alostérico no fueron modificados por la adicién del inhibidor competitivo. Por otro lado,
los espectros de emisién de fluorescencia producidos por el ligando del sitio activo si fueron modificados por
la adicion del activador alostérico a la enzima saturada con el ligando del sitio activo, llegando a los valores
que se habian obtenido solamente con la adicion del ligando del sitio alostérico. Estos resultados sugieren
diferencias en la polaridad del microambiente detectadas por los marcadores fluorescentes en presencia de

cada ligando.
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Tabla 4. Cambios en las Amax de los espectros de fluorescencia de la GIcN6P desaminasa modificada
quimicamente al adicionarles los ligandos del sitio alostérico y del sito activo a concentraciones saturantes.

Ausencia de Ligando del sitio alostérico Ligando del sitio activo
ligandos (nm) GIcNAC6P 1 mM (nm) GIcN-o0l-6P 5 mM (nm)
Dansil- Amax1 = 493 Amaxt = 498 Amax1 = 496
H164C Amax2 = 530 Amax2 = 538 Amax2 = 536
Dansil- Amax1 = 500 Amaxt = 492 Amaxt = 494
H206C Amaxz = 538 Amax2 = 528 Amaxz = 529
A B
180
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Figura 11. Espectros de emision fluorescencia en estado estacionario de la GIcN6P desaminasa modificada
quimicamente con dansil-amidoetil-MTS, en presencia de los ligandos del sitio activo y del sitio alostérico. Los espectros
fluorescentes se registraron a 30 °C en Tris-HCI 50 mM, pH 7.5. A) Dansil-H164C y B) Dansil-S206C.

5.6 Correlacion de los cambios en la senal de fluorescencia con los cambios

conformacionales en la estructura de la GIcN6P desaminasa

El area superficial accesible al disolvente (ASA) se determind a partir de las estructuras
cristalogréficas de la enzima, tanto en la conformacion T como en la R, construyendo previamente las
mutantes “in silico”, substituyendo tanto a la histidina 164 como a la serina 206 por triptfanos. El ASA fue
calculada con el programa NACCESS (Hubbard y Thornton, 1993), tomando un radio de esfera del solvente
de 1.4 A. Para la posicion 164 el ASA se reduce en 79.5 A pasando del conformero T (191.2 AZ) al
conformero R (111.7 5@) y para la posicion 206 el ASA se reduce en 27.93 Aza partir del conféormero T (99.85
5\2) al conférmero R (71.92 AZ). La reduccion del ASA para ambas posiciones, indica una disminucion en la

polaridad del microambiente de cada posicion (164 y 206), que concuerda con los resultados obtenidos en
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fluorescencia, excepto para la posicion 164 (mutante dansil-H164C) en donde la polaridad relativa medida por
fluorescencia se incrementa con la adicion de los ligandos. Este comportamiento contrastante puede
explicarse en términos estructurales a nivel atémico, ya que al llevarse a cabo la transicién de T a R, se
produce una interaccién entre la Histidina 164 y la Arginina 253, esta Ultima pasa de una distancia de 15.23 A
(conférmero T) hasta una de 4.22 A (conférmero R), considerando la distancia entre el carbono beta (CB) del
residuo His 164 y el NH; de la arginina 253 como referencia (figura 12A), y al darse esta interaccién, la Arg
253 puede ser probablemente la responsable de mostrar un apagamiento en la fluorescencia de la sonda a
través de un efecto de transferencia de energia resonante (Eisinger, 1969, Lakowicz, 2004) que afecta las

propiedades espectroscdpicas de la sonda fluorescente en el residuo 164.

Figura 12. Modelo de la estructura tridimensional de la GIcNG6P desaminasa en el cual se representan las
diferentes interacciones entre los residuos en la interfase de los dos trimeros en los conférmeros T y R. En los paneles
superiores, se presenta el residuo 164 en color rosa y el residuo de Arg 253 en color naranja, ambos en el estado T
(izquierda) y en el estado R (derecha). En los paneles inferiores, se presenta el residuo 206 en color rojo y el residuo de
Arg 253 en color naranja, ambos en el estado T (izquierda) y en el estado R (derecha). Los residuos His164 y Ser 206
fueron mutados “in silico” por residuos de triptéfano (Materiales y Métodos, seccidn 4.13). La figura fue realizada con el
programa PYMOL por el Dr. Gonzalez Andrade Martin.
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5.7 Titulacion con los ligandos del sitio activo y alostérico, midiendo los cambios de la Amax de

emision de fluorescencia en las enzimas modificadas quimicamente con dansil-amidoetil-MTS

La tabla 4 y la figura 13 muestran los cambios en los espectros de emision de fluorescencia de las
mutantes modificadas quimicamente con dansil-amidoetil-MTS al ser tituladas con los ligandos del sitio activo
y del alostérico. Los cambios de la Anax (valores absolutos AAnax) se utilizaron como parametros de correlacién
para la titulacion con los ligandos para evitar valores negativos. Para ambas enzimas modificadas
quimicamente (dansil-H164C y dansil-S206C), los valores de Kos para el activador alostérico (GIcCNAC6P) se
encuentran en un intervalo de ~ 198 mM a 0.192 mM (tabla 4 y figura 13), estos valores son semejantes a los
reportados anteriormente (Kos = 0.180 mM) para el GIcNAc6P (Montero et al., 2001, Bustos Jaimes et al.,
2005). La incorporacién de los fluoréforos en la interfase de la proteina podria estar perturbando la transicion
alostérica, originando una reduccién en la afinidad del sitio alostérico por su ligando. La Kos para GlcN-ol-6P
en ambas mutantes modificadas quimicamente fue de ~ 0.03 mM (tabla 4), mientras que la Kos reportada es
de 0.001 mM, es decir 30 veces menor. El nimero de Hill es mayor para el ligando del sitio alostérico (~ 2 uM)
con valores de 2.15 (dansil-H164C) y 2.09 (dansil-S206C), mientras que para el ligando del sitio activo (~ 1.4
uM) refleja menor cooperatividad con un valor de 1.3. A pesar de las perturbaciones creadas por la
introduccion de los fluoréforos, se mantiene una activacion alostérica tipo K semejante a la de la enzima

silvestre.
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Figura 13. Titulacién del sitio alostérico y del sitio activo de las mutantes de la GIcN6P desaminasa
modificadas quimicamente con dansil-amidoetil-MTS. Las titulaciones se midieron por los cambios (valor absoluto), de la
diferencia en los maximos de los espectros de emision fluorescente (AAmax). Las titulaciones se hicieron con el ligando
del sitio alostérico (GIcNAc6P,®) y con el ligando del sitio activo (GlcN-0l-6P,O), a 30 °C en Tris-HCI 50 Mm, pH 7.5. A)
Cambios de AAmax en dansil-H164C. B) Cambios de AAmax en dansil-S206C. Las curvas corresponden a los datos
ajustados a la ecuacion de Hill.
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Tabla 4. Titulacién de las mutantes de la GIcN6P desaminasa (modificadas quimicamente) con los ligandos del
sitio alostérico y del sitio activo. Cambios en el valor absoluto de la diferencia de las Arax de los espectros de emisién de
fluorescencia en ausencia y presencia de ligandos (AAmax).

Ligando del sitio alostérico Ligando del sitio activo
GIcNACc6P GIcN-ol-6P
AAmax Koss clcNAcep Numero de AAmaxab Koss lcNolep Numero de Hill
(nm)ab (mM) ¢ Hill (h)¢ (nm) (mM) ¢ (h)
GIcN6P
desaminasa 0.180+£0.050 | 2.41+0.05 - 0.001 £ 0.0001 240+0.13
silvestre
Dansil-H164C 5.03 0.198 £0.009 | 2.15+0.12 3.01 0.038 + 0.004 1.36 £ 0.07
Dansil-S206C 8.30 0.192+0.015 | 2.09+0.016 6.00 0.035 + 0.004 1.39£0.014

aParametros estimados a partir de la ecuacion de Hill (Amax x")/(Ka + x7), donde x es la longitud de onda en nm.
bValores absolutos de las diferencias de Amax de los espectros de emision de fluorescencia; de los espectros en ausencia
y presencia de los ligandos. ¢dParametros estimados utilizando la ecuacién de Hill.

Por lo tanto, el proceso que se lleva a cabo durante la transicidn alostérica, evidenciado por los
cambios espectrales (Amax) de los fluoréforos (posiciones 164 y 206) cuando se indujo el conférmero R por el
ligando del sitio activo o del sitio alostérico, refleja alteraciones a nivel cuaternario asociados con los
rearreglos en la interfase de los dos trimeros que forman la enzima. Al realizar este tipo de modificacion
quimica existen perturbaciones que se reflejaron en la actividad catalitica de la enzima (disminuyo
aproximadamente un 50 % con respecto a la enzima silvestre). Sin embargo, la disminucion en la actividad
catalitica no se debe exclusivamente a la modificacién quimica con los fluoréforos, ya que la introduccion de
cisteinas reactivas en las posiciones que fueron modificadas y la eliminacién de las cisteinas reactivas
originales de la enzima resultaron en una disminucién aproximada del 33 % de la actividad catalitica de la
enzima y, en un menor grado la modificacién quimica con los fluoréforos (tablas 1y 2). Uno de los criterios
para la eleccion de las posiciones para introducir el fluoréforo, es que estas posiciones se encuentran con una
ASA = 40 Az condicidn que cumplen ambas posiciones modificadas (164 y 206).

Para la GICN6P desaminasa, las modificaciones quimicas en posiciones donde el ASA era menor a

40 A2 afectaban severamente tanto la actividad catalitica como la estabilidad.
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5.8 Diferencias en el microambiente detectadas a través de las sondas fluorescentes; indican
diferencias estructurales en el conformero R cuando éste es inducido a partir del ligando del sitio

activo o del ligando del sitio alostérico

Los datos obtenidos con las 2 combinaciones posicién fluoréforo muestran un comportamiento
consistente con la transicion alostérica; esto es, los cambios producidos por cualquiera de los dos ligandos
llevan a una sola direccién (figura 14 ) y los cambios en los espectros de emision de fluorescencia producidos
con el ligando del sitio activo (GIcN-o0l-6P) fueron siempre enmascarados por el ligando del sitio alostérico
(GIcNAC6P) hasta alcanzar el nivel producido Unicamente por este Ultimo, pero no al contrario. Una de las
ventajas de introducir este tipo de fluoréforos es que permite detectar con gran sensibilidad pequefios
cambios en la polaridad relativa local, gracias a su gran eficiencia cuéntica comparada con la de los
fluoréforos intrinsecos (tabla 3). El microambiente que se produce cuando se induce la transicion alostérica a
través del ligando del sitio activo es diferente al inducido por el ligando del sitio alostérico: por lo tanto, existe
una diferencia estructural que permite mostrar un conférmero intermedio al cual podemos llamar R’, éste es
inducido por el ligando del sitio activo y un conférmero R inducido por el ligando del sitio alostérico (figura 14).

La comparacion de las estructuras cristalograficas entre los conférmeros T y R lleva a cabo una
rotacién de 131° entre los trimeros de la estructura hexamerica, que posiblemente se asocie a la transicion
alostérica. Por lo que una hipétesis seria que el ligando del sitio activo (GIcN-o0l-6P) no sea capaz de inducir
toda la rotacion requerida mientras que el ligando del sitio alostérico si pudiera inducir esta rotaciéon completa.
Un dato adicional que apoya esta hipétesis es que los cristales de la GIcN6P desaminasa en el conférmero T
son facilmente desintegrados por la adicién del ligando del sitio alostérico (GICNAC6P), pero la adicién del
ligando del sitio activo (GlcN-ol-6P) no modifica el cristal de la enzima en el conférmero T, lo que fue atribuido
a los contactos cristalinos que pueden formarse o romperse con cada uno de los ligandos (Olivia et al., 1995,
Horjales et al., 1999). La induccién del conformero R por el ligando del sitio activo podria no ser suficiente
para estabilizar las cargas positivas del sitio alostérico, a menos que se adicione fosfato. Esta idea es
congruente con los datos obtenidos en este trabajo: mayores AAmax Y efectos cooperativos observados en los

espectros de emision de fluorescencia en presencia del ligando del sitio activo (tabla 4 y figura 13).
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Figura 14. Representacion esquematica de las diferencias estructurales del conférmero R inducido por el ligando
del sitio activo (R") y por el ligando del sitio alostérico (R) de la GIcN6P desaminasa marcada con dansil-amidoetil-MTS
en la interfase de los trimeros. La figura fue realizada con el programa PYMOL por el Dr. Gonzalez Andrade Martin.
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6. CONCLUSIONES

Tomando como base a las estructuras cristalograficas del conformero R en presencia de cualquiera
de los dos ligandos, se esperaba obtener los mismos parametros del espectro de fluorescencia después de la
titulacion con uno u otro ligando, pero los datos obtenidos indican que la transicion alostérica de la GIcN6P
desaminasa inducida del sitio activo es diferente a la inducida del sitio alostérico, como lo sugirieron las
diferencias en el microambiente de la interfase de los dos trimeros de esta enzima hexamérica estudiada por
SDL.

Esta informacién contrasta con el modelo de dos estados propuesto a partir de dichas estructuras.
No obstante, no fue sorprendente tener una contribucién diferente de cada ligando a la conformacién del
estado R, cuando fueron aplicadas técnicas fluorescentes en solucion, debido a la incapacidad de las técnicas
cristalograficas para revelar o estabilizar la diversidad de conférmeros en solucién.

Estos datos estan acordes con recientes trabajos que hacen evidente la complejidad de la dinamica
de las enzimas alostéricas (Kern y Zuiderweg, 2003, Viappiani, 2004) como la aspartato transcarbamilasa
(Stieglitz, 2004) para la cual se describieron nuevas estructuras cristalogréficas intermediarias entre los
estados T y R, a partir de una mutante que desestabiliza el estado nativo R. También un estudio reciente que
combina técnicas cinéticas y de fluorescencia de triptéfanos para la GIcN6P desaminasa, indicé que la ruta de
propagacion de los cambios cuaternarios del sitio activo es diferente a la ruta de propagacion del sitio
alostérico (Bustos-Jaimes, 2005).

Los rearreglos estructurales cuaternarios inducidos por ligandos en las enzimas alostéricas es una
tarea importante que deberia ser emprendida con una combinacién de técnicas en solucién, para refinar y
complementar la informacién obtenida con aproximaciones cristalograficas para el avance en la dindmica de

las proteinas alostéricas.
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7. ANEXOS

7.1 Medio Luria-Bertani (LB)

Ingrediente Cantidad
Triptona 10 g/lL
NaCl 10 g/L
Extracto de levadura 5glL

7.2 Gel de la glucosamina-6-fosfato desaminasa silvestre

Separacién electroforética en SDS-PAGE de la glucosamina-6-fosfato desaminasa silvestre en
condiciones desnaturalizantes. El gel A muestra 3 bandas correspondientes al mondémero de la enzima
silvestre (WT) saturada al 55 % con sulfato de amonio (p/v). El gel B, muestra en el carril 1 (C1) y en el carril 4
(C4) las bandas correspondientes al monémero de la glucosamina-6-fosfato desaminasa silvestre (WT) pura,
cuyo peso es de 29.9 KDa.

Gel A Gel B

C1 C2 C3 C2
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7.3 Gel de la triple mutante C118S/C228S/C239S

Separacién electroforética en SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes de la triple mutante
C118S/C228S/C239S. Esta se analiz6 mediante electroforesis en condiciones oxidantes. El carril 1 (C1)
muestra las bandas correspondientes a los marcadores de peso molecular (en kD) y el carril 2 (C2) muestra
la banda correspondiente al mondémero de la enzima libre de cisteinas reactivas (triple mutante
C118S/C228S/C239S), el cual corresponde a 30 kD aproximadamente.

C1 C2

07.4— "
66,2—

39,2 ——

26.6—— -

2], 5=—

14.4 — N

o1



8. BIBLIOGRAFIA

Altamirano MM, Plumbridge AJ, Calcagno ML.1992. Identification of two cysteine residues forming a pair of
vicinal thiols in glucosamine-6-phosphate deaminase from Escherichia coli and a study of their
functional role by site-directed mutagenesis. Biochemistry 31:1153-1158.

Altamirano MM, Plumbridge AJ, Hernandez AA, Calcagno ML. 1991. Secondary structure of Escherichia coli
glucosamine-6-phosphate deaminase from amino sequence and circular dichroism spectroscopy.
Biochimica et Biophysica Acta 1076:266-272.

Altamirano MM, Plumbridge AJ, Horjales E, Calcagno ML.1995. Asymmetric allosteric activation of Escherichia
coli glucosamine-6-phosphate deaminase produced by replacements of Tyr 121. Biochemistry
34(18):6074-6082.

Alvarez Afiorve Laura lliana. 2005. Estudio comparativo de las enzimas GIcN6P desaminasa bacteriana y
humana desde el punto de vista de su mecanismo y regulacion. Tesis de maestria. Posgrado en
Ciencias Bioldgicas. UNAM. p.p. 5-8.

Alvarez-Afiorve LI,Calcagno ML, Plumbridge J. 2005 .Why Does Escherichia coli Grow More Slowly on
Glucosamine than on N-Acetylglucosamine? Effects of Enzyme Levels and Allosteric Activation of
GlcN6P Deaminase (Nag B) on Growth Rates. Journal of Bacteriology 187:2974-2982.

Bergstrom F, Hagglof Karolin JNyT, Johansson BAL.1999. The use of site-directed fluorophore labeling and
donor-donor energy migration to investigate solution structure and dynamics in proteins. Proc Natl
Acad. Sci. 96:12477-12481.

Bustos-Jaimes |. 2005. Estudio de la flexibilidad en el motivo ASA RB'/hélice 5/ASA/RC1 (158-187) en la
regulacion alostérica de la glucosamina 6-fosfato desaminasa de Escherichia coli. Tesis de
Doctorado. Facultad de Quimica. UNAM.

Bustos-Jaimes |, Sosa PA, Rudifio PE, Horjales E, Calcagno ML. 2002. On the role of the conformational
flexibility of the active-site lid on the allosteric kinetics of glucosamine-6-phosphate deaminase.
Journal Molecular Biology 319:183-189.

Bustos-Jaimes |, Ramirez-Costa M, De-Anda-Aguilar L, Hinojosa Ocafia P, Calcagno ML. 2005. Evidence for
Two Different Mechanisms Triggering the Change in Quaternary Structure of the Allosteric Enzyme,
Glucosamine-6-phosphate Deaminase. Biochemistry 44:1127-1135.

Calcagno M, Campos JP, Mulliert G, Suastegui J. 1984. Purification, molecular and kinetic properties of
glucosamine-6-phosphate isomerase (deaminase) from Escherichia coli. Biochimica et Biophysica
Acta 787:165-173.

Chen RF. 1965. Fluorescence quantum yield measurements: vitamin B6 compounds. Science 150:1593-1595.

52



Chowdhry ZB, Stephen EH. 2001. Protein-ligand interactions, structure and spectroscopy: a practical
approach. Oxford University. p.p. 1-6.

Cleland JL, Craik SC. 1996. Protein Engineering. Edit. Wiley-Liss. E.U.A.

Comb DG, Roseman S. 1958. Glucosamine metabolism. IV. Glucosamine-6-phosphate deaminase. Journal
Biology Chemistry. 1958. 232(2). 807-827.

Curtis SJ, Epstein W. 1975. Phosphorylation of D-glucose in Escherichia coli mutans defective in
glucosephosphotransferase, mannosephosphotransferase, and glucokinase. Journal of Bacteriology
122:1189-1199.

DelLano WL. 2004. Use of PYMOL as a communications tool for molecular science. Abstracs of Papers of the
American Chemical Society 228: U313-U314.

Eisinger J. 1969. Intramolecular energy transfer in adrenocorticotropin. Biochemistry 8:3902-3908.

Eyer P, Worek F, Kiderlen D, Sinko G, Stuglin A, Simeon-Rudolf V, Reiner E. 2003. Molar absortion
coefficients for the reduced Ellman reagent: reassessment. Anal Biochemistry 312:224-227.

Gonzélez Andrade M. 2003. Marcaje Sitios Especificos de Proteinas a través del uso de Sondas
Fluorescentes para Monitorear Cambios Conformacionales. Tesis Licenciatura, FESZ, UNAM.
p.p.19-21.

Gonzalez Andrade M. 2005. Marcaje Sitio Especifico de Proteinas para Estudiar Cambios Conformacionales
en Solucién: Bases Bioquimicas para el Desarrollo de Biosensores. Tesis de Maestria. Posgrado en
Ciencias Bioquimicas, UNAM.

Gonzalez-Andrade M, Adriano Silva Manzano Daniel, Hernandez Ruz Israel, Vazquez Contreras Edgar, Sosa
Peinado Alejandro. 2005. La estructura y la visualizacidn molecular de proteinas. Mensaje
Bioquimico, XXIX: 158-160.

Hames BD, Hooper MN. 2009. Instant notes in biochemistry. New York Springer. p.p. 27-35.
Hogue AR. 1998. Proteins. Academic Press, U. S. A.
Hubbard SJ, Thornton JM, Campbell SF. 1992. Substrate recognition by proteinases. Faraday Discuss:13-23.

Hubbell WL, Gross A, Langen R, Lietzow MA. 1998. Recent advances in site-directed spin labeling of proteins.
Curr. Opin. Struct. Biol. 8:649-656.

Hubell WL, Cafiso DS, Altenbach C. 2000. Identyfing conformational changes with site-directed spin labeling.
Nature Structural Biology 7: 735-739.

Jones-Mortimer MC, Kornberg HL. 1980. Amino-sugar transport systems in Escherichia coli k12. J. General
Microbiology 117: 369-376.

53



Lakowicz JR. 2004. Principles of Fluorescence Spectroscopy. Edit. Springer. U. S. A. cap. 1,2y 3.

Mainhart CR, Potter M, Feldmann RJ. 1984. A refined model for the variable domains (Fv) of the J539 beta-
(1,6)-D-galactan-binding immunoglobulin. Molecular Immunology 21:469-478.

Mengin-Lecreulx D, van Heijenoort J. 1996. Caracterization of the essential gene gimM encoding
phosphoglucosamine mutase in Escherichia coli. Journal of Biological Chemistry 271:32-39.

Midelfort FC, Rose Al. 1977. Studies on the mechanism of Escherichia coli glucosamine-6-phosphate
isomerase. Biochemistry 16(8):1590-1596.

Midelfort FC, Gupta RK, Rose Al. 1976. Fructose 1,6-biphosphate: isomeric composition, kinetics, and
substrate specificity for the aldolases. Biochemistry 15(10): 2178-2185.

Monod J, Wyman J, Changeux JP. 1965. On the nature of allosteric transitions: a plausible model. Journal
Molecular Biology 12: 88-118.

Montero MGG. 1995. Purificacion y caracterizacion fisicoquimica de tres mutantes sitio especificas Y254W,
Y254F y Y254UGA de la enzima glucosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli. Tesis de Licenciatura.
Facultad de Ciencias. UNAM. p.p. 10y 11.

Montero MGM. 2001. Estudio del mecanismo catalitico de la enzima glucosamina 6-fosfato desaminasa de
Escherichia coli. Tesis Doctorado. Posgrado en Ciencias Biologicas. UNAM. p.p. 22-35.

Montero GM, Horjales E, Calcagno ML, Altamirano MM. 1998. Tyr254hydroxyl group acts as a two-way switch
mechanism in the coupling of heterotropic and homotropic effects in Escherichia coli glucosamine-6-
phosphate deaminase. Biochemistry 37:7844-7849.

Nelson LD, Cox MM. 2009. 52 ed. Edit. Omega. Lehninger Principios de Bioquimica. Barcelona, Espafia. Cap.
5-6.

Oliva G, Fontes M, Garrat RC, Altamirano MM, Calcagno ML, Horjales, E. 1995. Structure and catalytic
mechanism of glucosamine 6-phosphate deaminase from Escherichia coli at 2.1 A resolution.
Structure 3: 1323-1332.

Patel S, Mackerell AD, Brooks CL, 3. 2004. CHARMM fluctuating charge force field for proteins: Il
protein/solvent properties from molecular dynamics simulations using a nonadditive electrostatic
model. Journal Computational Chemistry 25:1504-1514.

Perutz MF. 1990. Mechanisms of cooperativity and allosteric regulation in proteins. Cambridge University
Press.

Plumbridge JA. 1991. Represion and induction of the nag regulon of Escherichia coli K-12: the roles of nagC
and nagA in maintenance of the uninduced state. Molecular Microbiology 5:2053-2062.

54



Plumbridge JA. 1992. A dominant mutation in the gene for the Nag repressor of Escherichia coli that renders
the nag regulon uninducible. Journal General of Microbiology 138:1011-1017.

Plumbridge JA, Vimr E. 1999. Convergent pathways for utilization of the amino sugars Nacetylglucosamine, N-
acetylmannosamine, and N-acetylneuraminic acid by Escherichia coli. Journal of Bacteriology 181:47-
54 Plumbridge JA. 1989. Sequence of the nagBACD operon in Escherichia coli K12 and pattern of
transcription within the nag regulon. Molecular Microbiology 3:506-515.

Postma PW, Lengeler JW, Jacobson GR. 1996. Phosphoenolpyruvate; carbohydrate phosphotransferase
systems. Cellular and Molecular Biology:1149-1174.

Rogers MJ, Ohgi T, Plumbridge JA, S6ll D. 1988. Nucleotide sequences of the E. coli. nag E and nag B genes:
the structural genes for the N-acetilglucosamine ftransport protein of the bacterial
phosphoenolpyruvate: sugar phosphotransferase system and for glucosamine-6-phosphate
deaminase. Gene 62:197-207.

Rudifio Pifiera Enrique. 2001. Estudios estructurales sobre el mecanismo de activacion alostérica de la
glucosamina 6-fosfato desaminasa de Escherichia coli. Tesis de Doctorado. IBT. UNAM. p.p.11'y 30.

Skoog, DA. 2001. Principios de Andlisis Instrumental. Edit. McGraw-Hill. Espafia. p.p. 381-392.

Smith PK. 1985. Meaurement of protein using bicinchoninic acid. Anal Biochemistry 150(1):76-85.

Soberén Mainero X. 2002. La ingenieria genética y un campo de aplicacién: la biocatélisis y la industria
quimica limpia. Mensaje Bioquimico. 26:1-18.

Sosa-Peinado A, Gonzalez-Andrade M. Site directed fluorescence labeling reveals differences on the R-
conformer of glucosamine 6-phosphate deaminase of Escherichia coli induced by active or allosteric
site ligands at steady state. 2005. Biochemistry 44(46):15083-15092.

Stieglitz K, Stec B, Baker DP, Kantrowitz ER. 2004. Monitoring the transition from the T to the R state in E. coli
aspartate transcarbamoylase by X-ray crystallography: crystal structures of the ES0A mutant enzyme
in four distinct allosteric states. Journal Molecular Biology 341:853-868.

Viappiani C, Bettati S, Bruno S, Ronda L, Abbruzzetti S. Mozzarelli A, Eaton WA. 2004. New insights into
allosteric mechanisms from trapping unstable protein conformations in silica gels. Proc Natl Acad Sci.
USA 101: 14414-14419.

Willard, Hobart H. 1991. Métodos Instrumentales de Andlisis. Edit. Ioeroamericana. México. p.p. 193-195.

Yifrach O, Horovitz A. 1998. Transient kinetic analysis of adenosine 5'-triphosphate binding-induced
conformational changes in the allosteric chaperonin GroEL. Biochemistry 37:7083-7088.

55



	Portada

	Índice 

	1. Marco Teórico 

	2. Objetivo 

	3. Hipótesis

	4. Materiales y Métodos

	5. Resultados y Discusión 

	6. Conclusiones
 
	7. Anexos

	8. Bibliografía 


