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Abreviaturas

ABREVIATURAS

Ca®" calcio

CD dicroismo circular

DTNB 5°,5’-ditiobis-(2-nitro acido benzoico)

Fru6P D-fructosa 6-fosfato

GIcN glucosamina

GleN6P D-glucosamina 6-fosfato

GlcNc6P desaminasa glucosamina 6-fosfato desaminasa

GIcN6P sintasa glucosamina 6 fosfato sintasa

GlcNAc N-acetilglucosamina

GlcNAc6P N-acetil glucosamina 6-fosfato

GIcNAc6P desacetilasa N-acetilglucosamina 6 fosfato desacetilasa
ManNAc N-acetilmanosamina

MWC modelo alostérico concertado de Monod, Wyman y Changeux
NANA 4cido N-acetilneuramico

NTCB 2-nitro-5-(tiocianato)acido benzoico

ORF marco de lectura abierto

PTS sistema transportador de la fosfotransferasa dependiente de fosfoenol piruvato
UDP-GlcNAc UDP-N-acetilglucosamina

GlcN-0l-6P 2-desoxi-2-aminogiucitol 6-fosfato



Resumen

RESUMEN

La enzima alostérica Glucosamina 6-P desaminasa (EC 3.5.99.6) de Escherichia coli es una
(2R) aldol-cetol isomerasa y amino transferasa que cataliza la reaccién de isomerizacion y
desaminacién de D-glucosamina 6-fosfato en D-fructosa 6-fosfato y amonio. La enzima
funcional es un hexamero de subunidades idénticas de 266 residuos, cuyo activador i
alostérico es la N-acetil glucosamina 6-fosfato. Se ha resuelto la estructura cristalografica
de esta enzima en ambos conformeros R y T. El sitio alostérico, se localizan en la interfase
entre monomeros adyacentes. El grupo fosfato del activador alostérico se une por puentes
salinos con los residuos Argl58 y Lys160 y por puentes de hidrogeno al nitrégeno de la
cadena principal del residuo 152 y al Oy de la Serl51 de una subunidad, mientras que la
Unica interaccion con la subunidad adyacente es con el grupo amino N-terminal.

En este trabajo se han estudiado los residuos de union del grupo fosfato del activador
alostérico. El grupo amino N-terminal ha sido estudiado por modificacién quimica
mediante una reaccion especifica de transaminacion. Esta reaccidn de modificacién nos
permitid obtener el correspondiente a-cetoacido de la Metl que posteriormente fue
" reducido a alcohol. La enzima transaminada presenta una cinética de tipo mixto K/ con el
equilibrio desplazado al conformero R. Mientras que la enzima que porta el grupo hidroxi-
terminal recupera el comportamiento de la enzima silvestre. Estos resultados demuestran
que el grupo amino N-terminal actia desprotonado uniendo al grupo fosfato de la
GIcNAc6P por puente de hidrogeno. Los experimentos cinéticos en funcidn del pH con la
enzima silvestre y las enzimas modificadas quimicamente en el grupo N-terminal muestran
que el grupo amino N-terminal también es responsable de la dependencia de la
cooperatividad homotropica de la enzima frente al pH. Los residuos en las posiciones 158 y
160 fueron estudiados por mutagénesis dirigida. Diferentes mutantes en ambas posiciones
se construyeron (Argl58-Ala, Argl58-Leu, Lys160-Ala y Lys160-Glu). El comportamiento
cinético de las mutantes y los experimentos de unién de la GlcNAc6P muestran que estas
enzimas no unen al activador alostérico. Las mutantes se comportan cinéticamente como
bloqueadas en el conférmero R. Sin embargo, la existencia de ambos conférmeros

alostéricos R y T ha sido comprobada por ensayos de unién del inhibidor competitivo y por

<
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e estos residuos es fundam

cristalografia, El papel

y en la estabilizacién del comformero T.



Abstract

ABSTRACT

Glucosamine 6-phosphate deaminase (EC 3.5.99.6), is an allosteric enzyme which catalyses
the regulated step of amino sugar degradation in Escherichia coli. It is a (2R)-aldose-ketose
isomerase :and amino-transferase, catalysing the isomerization and deamination of D-
glucosamine 6-phosphate into D-fructose 6-phosphate and ammonium ion. The functional
form of the enzyme is a hexamer of six identical subunits with a length of 266 residues. N-
acetyl-D-glucosamine 6-phosphate (GIcNAc6P) allosterically activates the enzyme.
GlcN6P deaminase has been crystallised in either R or T conformation. The allosteric site
is located in a crevice between two adjacent subunits. The allosteric activator is bound to
the enzyme through its phospho (-OPO;%) group. It is salt-linked to residues Argl38 and
Lys160 and hydrogen bonded to the backbone carbonyl of residue 152 and to the Oy of
Ser151 of one subunit, from the facing subunit it is bound to the N-terminal amino group.

In the present work residues Lys160, Argl58 and the N-terminal amino group were studied.
The N-terminal amino group was studied with a specific non-enzymic transamination
reaction, and we further reduced the product to obtain the corresponding enzyme with a
terminal hydroxy group. The transaminated enzyme shows a mixed K/V allosteric
activation pattern and the allosteric equilibrium of this enzyme is displaced to the R state.
The deaminase with a terminal hydroxy group recovers the catalytic activity and allosteric
activation pattern for the unmodified enzyme. The kinetic study against pH of the modified
and the wild type enzymes show that protonation of the N-terminal amino group causes the
loss of co-operativity at low pH. In conclusion, the N-terminal amine group participates on
the allosteric transition in its unhydronated form. The interaction of the N-terminal amino
group with the phospho group of allosteric activator is a hydrogen bond.

Site directed mutagenesis were used to study the function of Argl58 and Lys160 residues.
A set of mutants was constructed Argl58-Ala, Argl58-Leu, Lys160-Ala and Lys160-Glu.
Mutants on both positions behave as locked in the R state. Kinetic and binding experiments
show that these mutants do not bind the allosteric activator. However, binding experiments
of the competitive inhibitor (GlcN-0l-6P) and crystallographic studies have showed the
existence of both allosteric conformers R and T. These residues hind the phospho group of

the allosteric activator and stabilise the T allosteric conformer.



Aminoaziicares, la GleN y la GleNAc

INTRODUCCION
Aminoaziicares, la GieN y la GleNAc.

Todas las bacterias que se conocen, a excepcion de los micoplasmas, tienen una pared de
peptidoglicano, también conocida como mureina, glicopéptido o mucopéptido. Esta region
contiene cadenas largas de polisacaridos con la unidad repetitiva /£1,4-N-
acetilglucosamina-/+1,4-N-acido acetilmurdmico. Estas cadenas ademas se encuentran

entrecruzadas por oligopéptidos cortos (/).

Los aminoazucares, por tanto, son componentes de las estructuras de la superficie celular
de las bacterias y forman parte del esqueleto estructural de peptidoglicanos tanto en las
bacterias gram-positivas como en las gram-negativas, asi como también de la capa externa

de lipopolisacaridos y las capsulas de polisacaridos de las bacterias gram-negativas.

Los aminoaziicares son abundantes en la naturaleza y no son exclusivos de las paredes
celulares de las bacterias, sino que también forman parte de diferentes biopolimeros. La
mayoria de los glicoconjugados (carbohidratos unidos covalentemente a proteinas o lipidos;
glicoproteinas y glicolipidos) contienen aminoazucares. Se conocen diferentes estructuras
de carbohidratos unidos a proteinas. Algunas de ellas son muy comunes, pero no
universales. Los carbohidratos unidos a residuos de serina o treonina frecuentemente
contienen el disacarido galactosa-/£(1,3)-N-acetilgalactosamina. Los carbohidratos unidos a
residuos de asparagina comunmente contienen el trisacadrido manosa-g (1-4)-N-
acetylglucosamina-# (1-4)-N-acetilglucosamina, Los carbohidratos unidos a asparagina

usualmente incluyen el carbohidrato acido N-acetilneuramico (NANA) (7).

El papel de los carbohidratos en las propiedades de las proteinas no se conoce en su
totalidad y puede ser tan diverso como: 1) Mantener la conformacion estructural de una
proteina, 2) Determinar el tiempo de vida media de glicoproteinas y células circulantes (2),

- - - N

3) En el caso de glicoconjugados de ia superficie celular, se ha propuesto que cointiolan la

0
permeabilidad de la membrana, regulan el metabolismo y la division celular (3, 4).
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Funcionan como receptores para hormonas y patogenos (4), entre otros. La rigidez de la
estructura de estos carbohidratos, su solubilidad en agua y su gran variedad de

configuraciones posibles los hacen ideales para cumplir estas funciones.

Ademas de su papel estructural y funcional, los aminoazicares son: utilizados por las
bacterias como fuente de energia, dado que proveen a la célula tanto de carbono como de
nitrogeno. A excepciéon de la N-acetilmanosamina (ManNAc) que es metabolizada
lentamente, la glucosamina (GlcN), la N-acetilglucosamina (GIcNAc) y el NANA, se
utilizan como fuente de carbono por Escherichia coli. En especial, la GlcNAc¢ produce

velocidades de crecimiento comparables a las producidas por la glucosa (ver figura 1).

Se ha demostrado que algunas bacterias son capaces de degradar las complejas cadenas de
oligosacaridos de los glicoconjugados de la superficie celular de mamiferos. Muchas
bacterias, entre ellas E. coli, pueden usar el acido sidlico como fuente de carbono y

nitrogeno.
Transporte de la GIcN y otros aminoaziicares en E. coli: el sistema PTS.

El sistema de la fosfotransferasa (PTS) cataliza el transporte acoplado a fosforilacién de
una variedad de azucares. Este sistema requiere de una enzima II azicar-especifica,
fosfoenolpiruvato y dos proteinas acarreadoras del grupo fosforilo: enzima [ y Hpr. Para la
glucosa y otros azicares se necesita ademas una tercera proteina acarreadora de grupos
fosforilo o enzima IIl que permite la transferencia del grupo fosforilo del fosfo-HPr a la

enzima II y al azucar.

La célula toma la GicN a través del sistema genérico transportador de hexosas PTS,
codificado en el gen manXYZ; este sistema produce GlcN6P intracelular. La GlcNAc puede
ser transportada y fosforilada al interior de E. coli por dos sistemas PTS distintos. Uno es el
sisterna codificado por un par de genes muy relacionados pisM y ptsL, este sistema también

damnt '
interviene en el

trangporte de manosa v otras hexosas. El segundo sistema esta codificado

4
por el gen nagk (ptsN). La expresion del gen nagE produce un transportador especifico




Transporte de la GlcN y otros aminoazicares en E. coli: el sistema PTS

para la GIcNAc del sistema fosfotransferasa (PTS): EIICBA™N® (7). NagE tiene
caracteristicas de proteina de membrana y presenta homologia con la permeasa para
lactosa, con la proteina transportadora especifica para glucosa (enzima %) y con la

proteina fosfoacarreadora especifica para glucosa (enzima IIIGIC) (8.

acido sidlico nanA
NANA » NANA —% ManNAc + piruvato
nanT
l nank (vhcl)
ManNAc > ManNAc6P
manXYZ
nankE (vheJ)
GleNAc > GlcNAcoP GIcN1P
nagkl
& nagd l 4 glmM l gimU
GleN 3 > GIcNGP GlcNAclP
ma H; tml/
2 nagB Glu £
NH,* glmS 1
Gln UDP-GlcNAc
Fru6P / \
EXTERIOR INTERIOR

Lipido A  UDP-MurNAc pentapéptido

/ !

Lipopolisacéridos Péptidoglicanos

Figura 1. Metabolismo de los aminoazucares en E. cofi. Se muestra la via catabolica (genes
nag) y la via biosintética (genes gim). La GlcN6P puede ser generada por cuatro diferentes
reacciones: 1) transferencia del grupo amida de la glutamina a la Fru6P; 2) reaccidn reversa
de la GIcN6P desaminasa; 3) fosforilacién de la glucosamina por una hexocinasa y 4)
desacetilacion de la GleNAc6P (Tomado de referencias 3, 6).

Otros aminoazucares como la ManNAc¢ también son transportados por la enzima
codificada en el gen manXYZ del sistema PTS, produciendo ManNAc6P intracelular. Esta
hexosamina se convierte posteriormente en GlcNAc6FP. El acido sidiico es captado en ei

exterior celular como NANA y transportado al interior como ManNAc. El uso de la GIcN,
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GlcNAc, el NANA y la ManNAc como fuente de carbono requiere en comin de las

enzimas catabdlicas codificadas por los genes nagB4 (3) (ver figura 1).

Las enzimas del metabolismo de aminoazicares en E. coli Los operones divergentes

nagE-BACD.

En ausencia de aminoazicares en el medio, la enzima responsable de la sintesis de novo de
aminoazicares en E. coli es la glucosamina 6 fosfato sintasa (GIcN6P sintasa) (L-
glutamina: D-fructosa-6-fosfato amidotransferasa, EC 2.6.1.16), codificada en el gen gimS.
Se requieren de cuatro etapas sucesivas para la sintesis de UDP-GIcNAc a partir de Fru6P
(ver figura 1). La primera de estas reacciones es catalizada por la GIcN6P sintasa, la cual es
un dimero de subunidades idénticas de 68 kDa con propiedades de aminotransferasa que
convierte a la Fru6P en GIcN6P o Glc6P dependiendo de la presencia o ausencia de
glutamina (9). La enzima posee dos dominios estructurales, el dominio N-terminal, que es
una glutaminasa que hidroliza glutamina en glutamato y amonio y el dominio C-terminal,
una isomerasa, que cataliza la isomerizacién cetosa-aldosa y utiliza el nitrogeno para la
sintesis de GlcN6P (10). El producto de la enzima, la GIcN6P, es utilizado posteriormente
en la sintesis de UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GlcNAc). La UDP-GIcNAc se utiliza
como donador de aminoazicares en diversas reacciones de transferencia durante la sintesis
de peptidoglicanos, de lipopolisacaridos de la capa externa, del antigeno comun
enterobacterial, de las glicoproteinas con enlaces N- y O- glicosidicos y algunos antigenos
O de bacterias gram-negativas. En la biosintesis de aminoazicares la GlcN6P sintasa €s una
enzima clave en la utilizacion del nitrégeno amida (Ne2) de la glutamina. Un posible papel
de esta enzima en humanos es el de desensibilizar al sistema transportador de glucosa

activado por insulina (/7).

El crecimiento de E. coli en un medio con aminoazicares como Unica fuente de carbono,
induce la expresion de las enzimas necesarias para la toma y absorcién de los
aminoazucares, codificadas en los operones divergentes nagE' y nagBACD localizados a 15
min en el mapa genético de £. coii. Los genes nagd y nagB codifican para dos enzimasg, la

GlcN6P desaminasa y la N-acetilglucosamina 6 fosfato desacetilasa (GlcNAc6P

11




Los operones divergentes nagE-BACD

desacetilasa), esta ultima, es una proteina homotetramérica con estructura o/p, cuyas
subunidades pesan de 41 kDa. La GIcNAc6P desacetilasa sigue un mecanismo secuencial
ordenado uni-bi (/2). Ambas enzimas son necesarias para la degradaciéon de GIcNAc6P
hasta Fru6P. En la figura 1 se muestran las vias catabdlicas y anabdlicas del metabolismo

de aminoazucares en E. coli.

Regulacion de la expresion de las proteinas del metabolismo de aminoazicares. El

represor NagC.,

Los genes para la biosintesis (g/mS) y degradacion (nagB) de la GIcN6F presentados
anteriormente se expresan coordinadamente, de manera que en presencia de aminoazucares
se inducen las enzimas catabolicas y disminuye la expresién de la glucosamina sintasa. Se
ha demostrado, por el analisis de la expresion de diferentes combinaciones entre los genes
nagE, nagB, o nagA, con el gen lacZ, que los tres genes nag son inducidos en paralelo
cerca de 20 veces cuando se usa GlcNAc¢ como unica fuente de carbono (/3). Bajo estas
mismas condiciones la concentracién de la enzima GIcN6P sintasa disminuye cerca de tres

veces; esta regulacion tiene lugar a nivel transcripcional (/4).

La expresion de los genes para la desaminasa y la desacetilasa es controlada por una
proteina represora codificada por el gen ragC. NagC es un regulador transcripcional que
junto con Mlc controla la expresion de varios genes del sistema fosfotransferasa (PTS) en
E. coli. Ambos represores son miembros de la familia de proteinas llamadas ROK

(represores, ORF, cinasas) € in vitro son capaces de compartir operadores (/3, 7).

NagC controla tres grupos de genes del regulén nag, los operones divergentes nagk-
BACD, el operon gimUS y el operdén manXYZ. Estos tres grupos de genes estan implicados
en el metabolismo de los aminoazicares GlcNAc y GleN. En ausencia de aminoaziicares en
el medio, NagC reprime los operones divergentes nagE-BACD, necesarios para el
catabolismo de GIcNAc6P. NagC se une a dos operadores que se superponen con los
promotores divergentes nagf-B, formando un asa de represién en el DNA. Existen otros

dos sitios de unidn para el represor NagC corriente arriba del operon manXYZ, que

12




El represor NagC

codifican para un segundo transportador para la GlcNAc y el principal transportador de
GIcN, asi como otras hexosas. En condiciones normales los genes manXYZ son débilmente

reprimidos por la proteina NagC (76).

La proteina NagC también participa en la regulacion de la biosintesis de los aminoaziicares.
El operén gimUS codifica las proteinas que sintetizan la GIcN6P y la UDP-GIcNAc, esta
ultima es el principal precursor de los componentes de la pared celular. En este operén
existen sitios de union para el represor NagC, dos corriente arriba del gen gimU, cuya
eliminacion evita la activacion de la expresion de gimU en ausencia de aminoazicares, lo
que permite concluir que NagC es necesario para la expresidon de g/mU, funcionando como
activador; mas ain, la localizacion de un segundo sitio distal para NagC sugiere la

existencia de una secuencia activadora corriente arriba para los genes gimU'y gim (17).

Resulta inusual la localizacion del gen para NagC dentro del operén nagBACD, dado que la
mayoria de los represores o activadores transcripcionales se expresan en genes aislados,
que si bien se localizan cerca de los loci que controlan (por ejemplo araC y lacl) se
transcriben a partir de su propio promotor. Los analisis por Northern-blot (RNA) muestran
que el gen nagC se expresan como parte de un RNAm policistronico nagBACD, pero
también se puede expresar a partir de dos promotores localizados corriente arriba del gen
nagA que son tan fuertes como el promotor para el gen nagB y especificos para nagC (/8).
Sin embargo, cuando se utiliza como unica fuente de carbono a la GIcNAc6P la expresién
de los genes nagB y nagA es fuertemente inducida (veinte veces) mientras que la induccion
del gen nagC es minima (dos veces). Se ha propuesto que el gen nagC esta sujeto a un
mecanismo de traduccién de bajo nivel de manera que la cantidad de proteina NagC se

mantiene baja a pesar de los altos niveles de transcripcion (/8).

El mecanismo de activacion de los genes del catabolismo de aminoazicares también se
conoce en Candida albicans. C. albicans es una levadura diploide y un patdégeno

oportunista capaz de producir diferentes tipos de infecciones en el tracto gastrointestinal,




El represor NagC

de Candida y otras levaduras como Saccharomyces cerevisiae no son capaces de utilizar la
GlcNAc como fuente de carbono, curiosamente las mucosas de los sitios de infeccidn son

ricas en aminoazicares como la GleNAc (/9).

Durante los primeros minutos de induccién de Candida albicans con GlcNAc se observa la
activacion de los genes del catabolismo para la GlcNAc: GleNAc-cinasa, GleNAc-
desacetilasa y GlcN6P desaminasa, alcanzandose niveles constantes de produccion de las
enzimas en la primera hora y en las primeras tres horas se observa la formacion de tubos
germinales. La organizacién de genes en acumulos es comun en bacterias y menos
frecuente en eucariontes, en este caso, el uso de GIcNAc como fuente de carbono es una via
alternativa, de modo que la presencia de un sistema de transcripcion bidireccional es un
mecanismo efectivo capaz de coordinar la expresion de genes adyacentes. Los genes nagl,
dacl y hxkl estin presentes en un solo locus y estin sujetos a activacidn transcripcional en
respuesta a un solo inductor, la GIcNAc (20). Sin embargo, la organizacion de estos genes
en C. albicans es bastante diferente a la que encontramos en E. coli, nag! y dacl
comparten un promotor divergente, mientras que un tercer gen hxk/ corriente debajo de
nagl tiene un promotor independiente. Los tres genes dacl, hxkl y nagl se regulan a nivel
transcripcional por la GlcNAc, su nivel de transcripcién, una vez activados alcanza el
equilibrio a los 30 min. Este proceso de regulacién por GlcNAc es mediado, al menos, por

dos factores de transcripcion (20).

La Glucosamina 6 fosfato desaminasa.

La GIcN6P desaminasa (E.C. 3.5.99.6) degrada reversiblemente a la GIcN6P, formando
Fru6P y amonio. Fue descrita por primera vez por Leloir y Cardini en 1956 usando
extractos de rifion de cerdo y observando la desaparicion de GIcNAc6P y GlcN6P (21).
Posteriormente en 1958, Comb y Roseman purificaron la enzima a partir de E. coli y rifién
de cerdo, concluyendo que una pmol de GIcN6P es convertida a una pmol de Fru6P y una
pmol de amonio y ademés que la GIcNAc6P actia como un activador de la reaccién y no

como un intermediario de esia (22).
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La GIcN6P desaminasa pertenece a la clase (2-R) aldo-cetosa isomerasas. Las enzimas de
este grupo catalizan la toma de un hidrogeno del C2 de la aldosa y lo transfieren al C1 de la
cetosa (o lo opuesto en la reaccion reversa) presentando como intermediario de la reaccion
un cis-enediol. Dos casos especiales en esta clase de enzimas son la GIcN6P desaminasa y
" la GlcN6P sintasa, ya que ambas enzimas son aldosa-cetosas isomerasas y amino

transferasas.

La GIcN6P desaminasa de E. coli es una proteina homohexamérica, compuesta por
subunidades de 266 aminoacidos y 29.7 kDa (ver figura 2). Se conoce la secuencia
nucleotidica del gen nagB que codifica para la desaminasa en E. coli (8) v en otros
organismos (23). La enzima silvestre de E. coli y un gran niimero de mutantes, asi como las
de mamiferos han sido purificadas por cromatografia de afinidad alostérica (24, 25, 26, 27,
28). Este método de purificacion utiliza un andlogo del activador alostérico unido a
agarosa, la N-6-aminohexanoil-D-glucosamina 6 fosfato agarosa, desarrollada por Calcagno
y col. en 1984,

1  MRLIPLTTAE QVGKWAARHI VNRINAFKPT ADRPFVLGLP TGGTPMTTYK ALVEMHKAGQ
61  VSFKHVVTFN MDEYVGLPKE HPESYYSFMH RNFFDHVDIP AENINLLNGN APDIDAECRQ
121 YEEKIRSYGK IHLFMGGVGN DGHIAFNEPA SSLASRTRLIK TLTHDTRVAN_ SREFONDVNQ
181  WPKYALTVGV GTLLDAEEVM ILVLGSQKAL ALQAAVEGCV NHMWTISCLQ LHPKAIMVCD
241  EPSTMELKVK TLRYFNELEA ENIKGL

Figura 2. Secuencia de aminoacidos de la GlcN6P desaminasa de E. coli. Se muestran en
rojo los residuos del sitio activo, en azul los residuos del sitio alostérico, sombreado en gris
los residuos de la tapa del sitio activo (residuos 158-187) y dentro de una caja los residuos
que forman parte del asa catalitica que constituyen el contacto mas directo que comunica al
sitio activo con el sitio alostérico (residuos 136-158).

La forma funcional de la enzima es el hexamero cuya masa es de 178 kDa. En £, coli B

(cepa ATCC11303) presenta un punto isoeléctrico de 6.0-6.1, una constante de
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La glucosamina 6Pdesaminasa

sobreexpresamos en el laboratorio, proviene de la cepa K12, presenta un K,, para la

GIcN6P de 0.75 mM y una ke, de 158 g por subunidad (29).

Esta enzima presenta cooperatividad homotropica positiva frente a su substrato con un
nimero de Hill de 2.7 a pH 7.7. Este comportamiento homotrépico puede describirse con el
modelo alostérico concertado de MWC (30), para el caso de una unién no exclusiva del
substrato. La actividad de la desaminasa es regulada alostéricamente como respuesta a la
unién del activador la GlcNAc6P, cuyo efecto es el incremento de la actividad enzimatica
aumentando la afinidad de la enzima por su substrato sin afectar la velocidad maxima. De
esta forma, a concentraciones saturantes del activador alostérico la enzima describe una
cinética hiperbdlica, comportamiento que se ajusta al modelo de MWC para el caso de
fijacion exclusiva. Este tipo de comportamiento se conoce como de tipo K. Del ajuste al

modelo de MWC se obtienen los siguientes parametros: L de 8.85 x 10°y ¢ de 0.025 (29).

La GlcN6P desaminasa también se ha purificado y estudiado en otros organismos. La
enzima purificada a partir de C. albicans (cepa SC5314), tiene un peso molecular en
condiciones desnaturalizantes de 28,000 y en condiciones nativas de 43,000; por lo que, se
propone que funcionalmente es un dimero (37). Esta enzima presenta una identidad del

47% con la secuencia de aminoacidos de la desaminasa de E. coli (31).

En mamiferos se ha demostrado, por andlisis de ¢cDNA en hamster, que la GIcN6P
desaminasa se localiza principalmente en rifién e intestino delgado, en concentraciones
menores en bazo, testiculos, ovarios, cerebro, pulmoén y corazén y, en niveles muy bajos en
musculo esquelético e higado. Resultados similares se han encontrado con el uso de
anticuerpos policlonales para una proteina de fusion de la GlcN6P desaminasa de himster
(32). En los eritrocitos humanos también se ha demostrado la presencia de las enzimas
catabdlicas para la GlcNAc: GlcNAc cinasa, GIcNAc6P desacetilasa y GlcN6P desaminasa
(33).

Bajo condiciones fisiologicas, la desaminasa sintetiza fructosa 6 fosfato, siendo su papel

bioldégico el proveer hexosas a la via glucolitica. La GlcN6P desaminasa es la tnica enzima
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que puede facilitar la transferencia de hexosaminas provenientes de macromoléculas
estructurales como glicoproteinas y glicolipidos a la via glucolitica. Esta posibilidad de
funcionar como una fuente de energia esta estrechamente relacionada con la localizacion
que se ha encontrado para la GlcN6P desaminasa. Esta enzima, tanto en el rifién como en €l
intestino delgado, se localiza en el epiteli(:) transportador cuya tasa metabdlica es una de las
mads altas en el organismo (32). En el cerebro la desaminasa se localiza en las neuronas y se
concentra principalmente en las terminales, que son la regién mas demandante de energia
de las neuronas, debido a los procesos de exocitosis y endocitosis de las vesiculas
sinapticas (32). De igual forma, la movilidad dinamica de los espermatozoides consume
una gran cantidad de energia y los espermatozoides poseen una alta concentracidn de esta

enzima (34).

En mamiferos la GIcN6P desaminasa ha sido purificada a partir de rifion de perro. Esta
enzima es un hexdmero de 180 kDa y subunidades idénticas de 30.4 kDa. Presenta
cooperatividad homotrépica positiva frente a su substrato (coeficiente de Hill de 2.1 a pH
8.8) la que desaparece a concentraciones saturantes del activador alostérico, produciéndose
una activacion de tipo K. A concentraciones saturantes la Km para el substrato es de 0.25
mM y presenta un k., de 42 s por sitio, estimandose graficamente una Kgs para la
GIcNAc6P de 14 uM. El comportamiento cinético de esta enzima al igual que la de E. coli,

se ajusta al modelo alostérico de MWC (235).

La GIcN6P desaminasa purificada de rifion de bovino presenta una cinética interesante y
poco usual. Se comporta como un sistema alostérico de tipo ¥, en el que ¢l valor de la &,
se incrementa conforme aumenta la concentracion del activador alostérico. Esta enzima es
un hexamero de 210 kDa con 32.5 kDa y 289 residucs por mondémero, presenta un punto
1soeléctrico de 5.9. En ausencia del activador alostérico presenta una actividad catalitica
muy baja y describe una cinética de tipo hiperbdlica. La adicion de concentraciones
crecientes del activador alostérico activa a la enzima modificando su constante catalitica
(k..), en donde a concentraciones saturantes encontramos un incremento de 27 veces sobre

la V. A partir de estog datos se caleuld una constante de disociacion para la GleNAc6P
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de 25 puM. El inhibidor competitivo GlcN-0l-6P, un analogo del estado de transicidn,

presenta una constante de inhibicion de 4 uM (27).

Se han descrito recientemente en mamiferos la presencia de dos genes que codifican para la
GlcN6P  desaminasa. L.a existencia de estos dos genes puede explicar los datos
experimentales que se han encontrado en nuestro laboratorio con respecto a la desaminasa
de bovino (27). Durante la purificacion de esta enzima y bajo ciertas condiciones se
obtienen dos formas de la proteina con diferentes pesos moleculares y diferente
comportamiento cinético, que varia de un sistema X para la variante ligera a uno del tipo V
para la variante pesada (35). La presencia de dos monémeros con pesos diferentes fue
inicialmente interpretada por Lara-Lemus y col. como una variacién causada por
protedlisis, posiblemente con alguna funcion reguladora debido a los cambios significativos

que se observan en el patron de activacion alostérica de la enzima (27).

En raton se ha detectado la presencia de la GlcN6P desaminasa en diferentes tejidos como:
cerebro, rifidon, higado, musculo, ovario, y testiculo (36). En condiciones desnaturalizantes
esta enzima tiene una masa correspondiente a la de un mondémero de 33 kDa (37). En este
organismo se han reportado dos secuencias de cDNA para la GIcN6P desaminasa. Una de
estas secuencias codifica para una enzima larga de 289 residuos con una identidad del 96%
con su homoélogo en genoma humano (36, 37); (Genbank, codigo de acceso: AF088903,
AF160355). El segundo gen codifica para una GlcN6P desaminasa corta de 276 residuos
con una identidad del 97% con su homoélogo en genoma humano (38); (Genbank, codigo de

acceso: AK (15527).

De la misma forma a la que se ha descrito en raton, en el genoma humano se encuentran
dos genes que codifican para la GIcN6P desaminasa localizados en el cromosoma 4 y S
respectivamente: un gen corto, que codifica una enzima de 276 residuos y un gen largo, que
codifica para una enzima de 289 residuos (GenBank codigos de acceso: NT 006489 y
NT _022978) (39) (35). Actualmente, la GIcNP desaminasa de humano es un tema de

intenso trabajo en nuestro laboratorio, la enzima GIlcNP desaminasa humana producto del
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gen largo se ha expresado en £. coli y se esta trabajando en la clonacion y expresion del

gen corto.

La GIcN6P desaminasa mas estudiada es la de E£. coli que ha sido caracterizada en detalle
(24) por modificacién quimica (40} y exhaustivamente con mutantes sitio especificas (4/),
(26, 28, 42), incluso se conoce la estructura tridimensional de los conformeros T y R (43,
44).

Después de su caracterizacion cinética uno de los primeros trabajos realizados con esta
enzima fue el estudio de la reactividad de los residuos de cisteina frente a reactivos como el
5°,5’-ditiobis-(2-nitro acido benzoico, DTNB). Encontrandose que de los cuatro residuos de
Cys por mondmero, solo dos de ellos se encuentran expuestos al disolvente y son por tanto
reactivos; ademas su reactividad disminuye por unién de los ligandos homotrépicos y
heterotrépicos (40). Estos dos residuos de Cys fueron identificados posteriormente cuando
fueron cianilados con 2-nitro-5-(tiocianato)acido benzoico (NTCB) en condiciones nativas
y la cadena polipeptidica fue escindida especificamente en los grupos cianilados mediante
hidrolisis alcalina. Este procedimiento permitié identificar a las Cys 118 y 239 como los
residuos reactivos frente a DTNB en la proteina nativa. Mutantes sitio especificas en las
cuales se reemplazo a estas Cys por residuos de Ser mostraron un comportamiento muy

similar al de la enzima silvestre (45).

En trabajos posteriores con el uso de técnicas espectrofotométricas ha sido posible conocer
mas propiedades de la desaminasa. Por ejemplo, utilizando dicroismo circular (CD}, en
combinacion con métodos empiricos de prediccion de estructura secundaria, fue posible
determinar el contenido de estructura secundaria de la desaminasa y ubicarla como una
enzima de la familia o/ (47). Esta técnica espectrofotométrica de CD ha sido usada
extensivamente y ha permitido determinar por ejemplo, una K3 36 uM para el activador
alostérico en presencia de concentraciones saturantes del inhibidor competitivo,
glucitolamina 6-fosfato (GlcN-o0l-6FP). La curva de unién de GIcNAc6P a la GlcN6P

Yy Tesilers]
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al conférmero R (42). Esta técnica también permitié detectar un residuo de Tyr en el sitio
alostérico, el cual fue estudiado por absorbancia en el ultravioleta siguiendo el corrimiento
al rojo tipico de residuos de Tyr en presencia o ausencia de ligantes homotropicos o
heterotrépicos. El analisis de estos experimentos junto con analisis tedricos de la secuencia
peptidica de la proteina (accesibilidad de superficie) permitieron proponer a la Tyr254 y a
la Tyr121como residuos importantes en el sitio alostérico y en la transicion alostérica (42).

El papel de estos dos aminoacidos se discute mas adelante.

Actualmente disponemos de la estructura tridimensional de esta enzima por difraccion de
rayos X para el conférmero R y T. Las estructuras han sido depositadas en el Protein Data
Bank con los siguientes codigos: 1DEA, 1HOR, 1HOT para el estado R y 1CDS5 para el
estado T (43, 44). La enzima fue cristalizada por difusion de vapor en gotas colgantes,
usando sales de fosfato como agente precipitante. El cristal pertenece al grupo espacial
R32, con una celda a=b=125.9 A, ¢=223.2 A. Los cristales del complejo enzima--2Pi,
tienen dos mondmeros por cada unidad asimétrica, con un contenido de disolvente del 52%
(46). Los otros complejos usados: enzima-activador-Pi y enzima-inhibidor- Pi son
isomorfos con respecto al primero (44). Los cristales que se usaron para la estructura de la
forma T se obtuvieron con acetato de sodio como agente precipitante, pertenecen al grupo
espacial P6322, con una celda de a=129.81A, y ¢=139.11A, con un contenido del 78% de
solvente (43).

El hexdmero puede describirse como un trimero de dimeros, con un eje cristalografico de

simetria tres y tres ejes no cristalograficos de orden dos perpendiculares al eje de orden tres

(44) (ver figura 3).
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Figura 3. Estereopar donde se muestra un hexamero de la GlcN6P desaminasa de E. coll.
En A, se muestra ¢l hexdmero observandose desde arriba el eje de simetria de orden tres.
En B, vista lateral del hexamero, la enzima tiene un arreglo de dimero de trimeros. En rojo
obscuro se muestran los residuos del moédulo externo y en azul claro los residuos del
médulo interno. La tapa del sitio activo en magenta y en amarillo el asa (residuos 144-154)
que conecta al sitio activo y al sitio alostérico. El codigo de colores presentado es el mismo
que se usard en las siguientes figuras. Esta figura fue realizada con los programas Molscript
y Raster3D (47, 48).
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El monémero es una estructura abierta /B dominada por una hoja central de siete hebras B
paralelas, rodeada en ambos lados por ocho hélices-a y una hélice 3,y Las hélices se han
numerado secuencialmente del 1-8 y las hebras de la hoja B de la A-G. La hebra C contimia
en su-extreme C-terminal formando parte de una segunda hoja § antiparalela de tres
cadenas (A', B'y C'). La hélice-a 5 se encuentra entre las cadenas B' y C', es muy flexible y
presenta muy pocos contactos con el resto de la molécula. La hélice 4, que es hidrofilica
también tiene pocos contactos que se restringidos a las posiciones Cys118 y Tyrl21. La
topologia del monémero se asemeja a un dominio de unién de NAD con tres adiciones: La
secuencia N-terminal, residuos 1-35; en el extremo C-terminal los residuos 243-266 y un

segmento que comprende los residuos 141-188 (44).

El plegamiento del monémero en el conférmero T es idéntico al del estado R. La zona de la
tapa del sitio activo (residuos 158-187) y los residuos 163-182 son las regiones que
presentan las mayores diferencias entre ambos conformeros. Esta region esta altamente

desordenada en el conformero T, lo que es indicativo de su alta flexibilidad (43) (ver figura
4}.

Figura 4. Estereopar del monémero de la GlcN6P desaminasa de E. coli en el conformero
R, Se representa al inhibidor competitivo GlcN-ol-6P ocupando el sitio activo.
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El sitio activo de la GlcN6P desaminasa.

El sitio activo se forma entre dos asas situadas en el extremo C-terminal de las hebras B y
E. El fosfato del sitio activo esta unido por puente salino a la Lys208 y Argl72 y por
puentes de hidrogeno al asa formada por los residuos 40-44 (44). El inhibidor competitivo
se encuentra unido de forma extendida con su O5 apuntando hacia el Ne2 de la His143.
Esta histidina esta en contacto a través de su N1 con el 081 del Aspl4] y el Oel del
Glul48. El residuo Asp72 se encuentra orientado hacia el hidrogeno en C2 del azicar y

hace un puente de hidrégeno con el O1 del inhibidor (44) (ver figura 2 y 5).

Figura 5. Detalle del sitic activo de la GlcN6FP desaminasa. Se muestra el inhibidor
competitivo unido al sitio activo, los residuos cataliticos y los de unién descritos en el
texto.
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El mecanismo catalitico de la GIcN6P desaminasa

La enzima une la forma piranosa del substrato y posteriormente lo abre. El modelado de la
. GIcN6P en el sitio activo muestra al atomo OS5 del anillo del aziicar en contacto con el Ne2
de la His143. Este residuo se encuentra rodeado de dos grupos acidos, el de Aspl4l y el de
Glul48, ambos en contacto con el N8l de la His143. Este arreglo es importante en la
catalisis de la apertura del anillo, un arreglo similar se ha encontrado en la D-xilosa
isomerasa (49). En la conformacion cerrada del substrato, el modelo muestra al residuo

Asp72 estabilizando la carga positiva del grupo amonio de la GIcN6F (44).

Una vez abierto, el substrato se une de forma similar a la mostrada por el inhibidor
competitivo. En esta orientacidn, el carboxilato del Asp72 se encuentra en posicion optima
para abstraer un ion de hidrégeno en C2 del substrato, catalizando la enolizacién del
aminoazucar para formar un intermediario cis-enol-amonio. Subsecuentemente, este
intermediario se convierte en el correspondiente enol-amonio cuando el proton regresa al
aminoazucar en la posicidn Ol (44). Existen dos interpretaciones posibles de cdmo puede
darse la siguiente etapa. En una de ellas, un protén del grupo amonio puede ser tomado de
nuevo por Asp72 formdandose una cis-enol-amina (2-amino-2-desoxi-D-arabino-hex-2-
enitol 6-fosfato), la que posteriormente toma el protén de Asp72 en la posicidon C1 pro-R,
que al rearreglarse forma la fructosimina 6 fosfato (2-desoxi-2-imino-D-arabino-hexitol 6—
fosfato). El grupo imino reacciona entonces con una molécula de agua produciendo un
carbinol-amonio, un intermediario inestable. Alternativamente, se puede llegar a este
intermediario si el enlace n entre Cl y C2 del intermediario cis-enol-amonio es atacado por

una molécula de agua en la cara re del intermediario (44).

La estructura del intermediario cis-enol-amonio es muy similar a la del inhibidor
competitivo. Este intermediario se descompone en Fru6f y NHs. Se ha demostrado que el
substrato para la enzima es el ion amonio, de forma que el amonio formado en esta etapa

debe tomar al proton, lo mas factible, es que lo tome del carboxilo del Asp72 para liberarse
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El sitio alostérico de la GIcN6P desaminasa.

El sitio alostérico existe sélo en el conformero R, donde se encuentra situado entre las caras
enfrentadas de dos monomeros adyacentes. El fosfato de la molécula del activador
alostérico se liga de la misma forma que el fosfato in(;rgénico: presenta contactos mediante
puentes salinos con Arg158 y Lys160 y por puente de hidrogeno al nitrégeno de la cadena
principal del residuo 152 y al Oy de la Ser151 de subunidad(44). La Gnica interaccion del
grupo fosfato con la subunidad adyacente es por un puente de hidrégeno al grupo amino N-
terminal, el cual se encuentra desprotonado durante ia transicion alostérica, la protonacion
de este grupo es responsable de la pérdida de cooperatividad a pH de 6 de la enzima (29).
El atomo O3 del activador alostérico se encuentra unido por un puente de hidrégeno al
carbonilo del esqueleto principal a nivel del residuo 159. La parte hidrofébica del grupo
acetilo se une por contactos de van der Waals con el residuo 1le159. La densidad de
electrones observada permite distinguir al anémero « del activador alostérico como la

forma que se une al sitio alostérico(44) (ver figura 2 y 6).
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Figura 6. Detalle del sitio alostérico de la GIcN6P desaminasa. Se representan los residuos
importantes del sitio alostérico y al centro, transparente, la molécula de GlcNAc6P.
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De acuerdo a la estructura, en el conformero T, los residuos del sitio alostérico no se
encuentran en la posicion correcta para unir a la GIcNAc6P. En esta conformacion, el
grupo amino terminal est4 a mas de 10 A de los residuos con carga Lys160 y Argl58 de la
subunidad adyacente y se une por puente de hidrogeno al oxigeno carbonilico de la Alal50
de la subunidad vecina. El sitio alostén':co se encuentra ensanchado en el conformero T, en
esta region se acumulan cargas positivas que son neutralizadas con la union del grupo
fosfato de la GIcNAc6P en el conformero R. La repulsion electrostatica de estas cargas en
el estado T es parcialmente responsable de la forma abierta del sitio alostérico, similar a lo

descrito en la hemoglobina (43) (ver figura 7).

Figura 7. Estereopar del sitio alostérico, superposiciéon de los conformeros R y T, los
residuos de unidn al activador alostérico y la estructura en colores solidos corresponden al
estado R, el estado T se muestra transparente. Notese el movimiento de las cadenas
laterales de los residuos Argi58 y Lys160, las que desaparecen de la imagen porque en el
conformero T interaccionan con Glu148. Se muestran también los residuos Met1 y Tyr254
de la subunidad vecina.

Un residuo importante en el sitio alostérico es la Tyr254, que interacciona por puente de
hidrogeno con el oxigeno carbenilico de 1a Thr161 en el conférmero R, mientras queen T
hace el mismo tipo de interaccion pero con la Prol49. La Tyr254 funciona como un

interruptor y se describe mas adelante (28) (ver figura 6 y 7).
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En el estado T, Glu148 forma una puente salino con Lys160 y un puente de hidrogeno con
Arg158, los dos residuos basicos que son esenciales para estabilizar la carga del grupo
fosfato del activador alostérico. Se ha propuesto que Glul48 junto con Aspl4l forman
parte de los grupos que se encargan de polarizar a la His143 durante la catalisis (44). Sin
embargo, estudios recientes mediante mutagénesis y modificacion quimica de los residuos
143, 141 y 148 han permitido distinguir al residuo Glul48 como el mas importante durante
la activacion de la His143 (50). Durante la transicion alostérica la cadena lateral de este
residuo sufre un gran cambio conformacional acoplado a la deformacién del asa 144-154.
En el estado T la cadena lateral de Glul48 apunta directamente hacia LyslGO y se
encuentra a 8 A del atomo N8I de la His143. En esta posicién neutraliza las cargas

positivas del sitio alostérico (43) (ver figura 8).

Figura 8. Superposicion en el sitio activo de los conférmeros R y T. Nétese el cambio que
experimenta durante la transicion alostérica el residuo E148. Se muestra en colores solidos
el conférmero R y transparente el conférmero T.

El cambio conformacional alostérico provoca en cada monémero dentro del hexamero una
rotacion de 13.1° alrededor de un solo eje, paralelo al eje de simetria de orden tres y muy
cercano al residuo 197 de cada monomero. El hexamero en ambas conformaciones presenta
interacciones intermonoméricas limitadas a tres regiones: 1) cercana al eje de simetria de

orden tres, entre los residuos 216 y 232. 2) cerca al eje de simetria de orden dos, entre los
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residuos 244 y 250, y 3) En el sitio alostérico, ubicado entre monémeros adyacentes (43).
El cambio conformacional en el mondémero puede describirse como el movimiento entre

dos cuerpos rigidos, un médulo interno y un méodulo externo (43).

El médulo interno presenta los contactos intersubunid:ad del hexdmero y se compone de tres
segmentos: 1) un motivo hélice-asa-hélice (residuos 207-233) (que mantienen unido al
hexamero alrededor del eje tres, 2) una asa que estabiliza los contactos intermonomeéricos
cercana al eje de simetria dos (residuos 244-253) y 3) un giro unido por puentes de
hidrégeno a la estructura anterior (residuos 137-143). El resto de la estructura forma parte
del mddulo externo, con la excepcidon del asa conformada por los residuos 144-154 y
aquellos residuos altamente desordenados en el confomero T (con factores B mayores a 50

A?) (ver figura 3).

En la transicidn alostérica, el moédulo interno rota 5.6° alrededor de un solo eje para cada
subunidad, mientras que el mddulo externo rota 13° Se ha denominado nucleo del
hexamero a los seis mdédulos internos. El asa conformada por los residuos 136-158 es el
motivo que comunica de forma mas directa al sitio activo y al sitio alostérico, que al igual
que la base de la tapa del sitio activo (residuos 158-162 y 183-187) presenta un cambio
conformacional independiente del médulo interno o externo (43). La mayor diferencia entre
los conformeros T y R se presenta en el sitio activo, que tiene una conformacion mas

abierta en el conférmero T(43).

También existen cargas positivas que se repelen en el sitio activo, se trata de los residuos
que unen al grupo fosfato del substrato: Lys208 y Argl72. La union del fosfato del
substrato transforma la repulsion en atraccion desencadenando la transicién de T a R desde

el sitio activo (43).

El cardcter rigido del mddulo externo es esencial para generar la misma conformacion del

estado R cuando la transicion alostérica es desencadenada desde el sitio activo o desde el

28



GlcN6P desaminasa: otros residuos importantes

Otros residuos importantes de la GlcN6P desaminasa.

Recientemente, se ha caracterizado el papel de aigunos residuos de la GlcN6P desaminasa
mediante mutaciones sitio especificas, por ejemplo los residuos Tyrl2l y Tyr254.
Mutaciones en la posicion 121 alteran la afinidad de la enzima por ¢l activador alostérico,
incrementando la Ky4;s y produciendo modificaciones complejas. En estas mutantes la union
de GIcNAc6P es bifasica, es decir las mutantes se comportan asimétricamente frente al
activador alostérico, donde la mitad de los sitios alostéricos muestran una afinidad casi
normal para la GlcNAc6P mientras que 1a otra mitad muestra una afinidad por lo menos un
orden de magnitud menor. Este comportamiento puede describirse como una activacién
alostérica de la mitad de los sitios. En cuanto a la transicion homotrdpica en estas mutantes,
no se encontraron grandes alteraciones. En conclusion, la mutacion del residuo Tyrl2l
interfiere con el cambio conformacional local generado por la unién de la GIcNAc6P,
durante la transicién alostérica. Mas aln, la presencia de un grupo aromatico en esta
posicién es estructuralmente necesaria para mantener la estabilidad de la enzima durante la

transicién alostérica (26).

El estudio de las mutantes Tyr254-Phe y Tyr254-Trp han demostrado el papel de la tirosina
254 en los contactos intersubunidad del sitio alostérico y en el mecanismo de la transicion
alostérica. Se ha propuesto que este residuo funciona como un interruptor de dos posiciones
ya que a través de su grupo hidroxilo mantiene contactos alternativos con residuos de la
subunidad vecina que varian con la transicién alostérica. E! contacto en T es con el CO de
la cadena principal del residuo Pro149 y forma parte de las interacciones que ayudan a
mantener €l estado T. Durante el rearreglo de la estructura cuaternaria que acompaiia la
transicion alostérica, el interruptor se mueve a su segunda posicion, eliminandose con ello
una de las interacciones que estabilizan al conféormero T. En esta nueva posicion la Tyr254
interacciona con el carbonilo de la cadena principal del residuo Thr161. El residuo Thr161
forma parte del motivo que constituye la tapa del sitio activo, conectandose asi el sitio
catalitico con €l alostérico. De esta forma, el cambio del interruptor a su segunda posicidn

ein ¢l conférmcro R contribuye a fijar la tapa sobre el sitio catalitico (28)
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudio de los residuos del sitio alostérico que unen el grupo fosfato de la GIcNAc6P en la

Glucosamina 6 fosfato desaminasa de Escherichia coli.

Objetivos particulares

Construccion de enzimas modificadas especificamente en el grupo amino N-terminal, por

transaminacion de la Metionina 1 y su postertor reduccién.
Construccion de mutantes sitio especificas de los residuos Arginina 158 y Lisina 160.
Analisis multidisciplinario, cinético y fisico-quimico, de las mutantes sitio especificas y de

las enzimas modificadas por métodos quimicos para determinar la funcion de cada uno de

estos residuos durante la transicion alostérica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los residuos de unién del sitio alostérico que han sido estudiados en este trabajo
comprenden el grupo amino N-terminal (Metl), la Argl58 y la Lys160. La conformacion
correcta de estos residuos para unir el grupo fosfato de la GIcNAc6P la encontramos en el
conférmero R. En el sitio alostérico, que se ubica entre dos subunidades, el grupo amino N-
terminal forma el dnico contacto de una subunidad con el grupo fosfato de la GIcNAc6P
(Metl a la izquierda en la figura 6). Mientras que los contactos que unen al activador
alostérico de la subunidad vecina comprenden las cadenas laterales de los residuos Seri51,

Argl58 y Lys160 (residuos a la derecha en la figura 6).

Los resultados y la metodologia se presentan en dos articulos. El primero, presenta el
trabajo realizado en el grupo amino N-terminal. El segundo, presenta los resultados sobre

las mutantes sitio especificas de los residuos Argl58 y Lys160.

El primer articulo se titula: “On the Role of the N-terminal Group in the Allosteric Function
of Glucosamine-6 phosphate Deaminase from Escherichia coli”. En este articulo se estudio
el grupo amino N-terminal por modificacién quimica. Se utilizé una reaccion no enzimatica
de transaminacion especifica para el grupo amino terminal (5/) con la que convertimos el
grupo N-terminal de la Metl en un grupo 2-oxo-4-(metiltio)butinlo (figura 2, articulo 1). El
producto de esta reaccidn la llamamos enzima transaminada. La enzima transaminada fue
modificada quimicamente en condiciones de aminacion reductiva (para reconstituir el
grupo amino N-terminal “enzima reaminada”). La enzima transaminada también fue
sometida a una reaccidn de reduccion con borohidruro transformando el grupo 2-oxo en 2-

hidroxi; el producto de esta reaccidon la llamamos enzima transaminada-reducida (52).

La enzima transaminada pierde afinidad por el activador alostérico presentando una
constante de disociacidon por este ligando diez veces mayor que el valor de la enzima
silvestre. A diferencia de la enzima silvestre que presenta un patron de activacion de tipo K,
ia enzima iransaminada sigue un patrén de activacion de tipo mixto K-V (figura 3 articulo

1). A concentraciones saturantes del activador esta enzima es sicte veces menos activa que
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la enzima silvestre (Tabla 1 articulo 1). La enzima transaminada-reducida recupera las
propiedades de la enzima silvestre. El patrén de activacién alostérica en esta enzima es al
igual que la enzima silvestre de tipo K (figura 4 articulo 1). La afinidad por el activador
alostérico y la constante catalitica también se recuperan. Sin embargo, esta enzima es
menos cooperativa en comparacion cé)n la enzima silvestre (Tabla | articulo 1). La enzima
transaminada, la enzima transaminada-reducida, la enzima reaminada y la enzima silvestre
se utilizaron para analizar la dependencia de la cooperatividad frente al pH (en un rango de
pH de 6-9). La enzima silvestre muestra un maximo de cooperatividad a pH 8 y un minimo
a pH 6. La enzima reaminada se comporta igual que la enzima silvestre solo que no alcanza
el mismo valor de Ay La enzima transaminada no es cooparativa en el rango estudiado.
La enzima transaminada-reducida presenta un valor de Ay, superior a 2 en el rango
estudiado (figura 5 articulo 1). Estos experimentos muestran que el grupo amino N-terminal
esta involucrado en la dependencia de Ia cooperativadad con respecto al pH. Dos
experimentos adicionales fueron realizados para comprobar que las reacciones de
modificacién empleadas en este trabajo no provocaban cambios en la estructura cuaternaria
de la enzima. Uno de ellos fue la reconstitucién det grupo amino N-terminal (enzima
reaminada). Esta enzima recupera las caracteristicas de la enzima silvestre. El otro fue el

uso de la cromatografia de replegamiento (Tabla 1 articulo 1) (53).

El segundo articulo es un manuscrito en preparacion y lleva por titulo: “A site-directed-
mutant of Escherichia coli glucosamine 6-phosphate deaminase that functionally locks the
enzyme in the allosteric R-state”. En este manuscrito se estudia por mutagénesis dirigida la
funcion de los residuos Argl58 y Lys160. Se construyeron diferentes mutantes en estas

posiciones Lys160-Ala, Lys160-Glu, Arg158-Alay Argl58-Leu.

Las curvas de velocidad inicial contra la concentracion de substrato para las cuatro
mutantes son hiperbdlicas y no se observa ningun efecto en presencia de concentraciones
saturantes del activador alostérico (figura 1A articulo 2). El valor de K, para las mutantes

es proximo al valor encontrado en la enzima silvestre. Sin embargo, se observa una

disminucidn en la

o

onstante catalitica por lo menos de 30 veces (Tabla 1 articulo 2). Estas

enzimas se comportan cinéticamente como bloqueadas en el conformero R. Se realizaron
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experimentos de union del activador por dicroismo circular en el UV cercano para explorar
la capacidad de estas mutantes para unir al activador alostérico. A concentraciones tan altas
como 25-50 mM se encontré que la GlcNAc6P produce inhibiciéon competitiva en las
mutantes (figura 1B articulo 2). Sin embargo, la curva de fraccién de saturacion frente a la
concentracién del inhibidor competitivo GlcN-ol-6P muestra cooperatividad. Este tltimo
experimento comprueba que las mutantes aun presentan transicion alostérica. Otra
evidencia de que estas enzimas {por lo menos Lys160-Glu) presentan ambos conférmeros
R y T se obtuvo con los experimentos de cristalizacion de la mutante Lys160-Glu. Se
resolvid la estructura cristalogréfica de ambos conférmeros R y T para la mutante Lys160-
Glu. La presencia de un comportamiento cinético bloqueado en el conformero R y la
existencia de ambos conférmeros R y T puede explicarse de dos formas. Las mutantes
alteran el equilibrio alostérico T/R (disminucién drastica del valor de L) o alteran la
afinidad diferencial por el substrato ciclico (aumento del parametro ¢ del ajuste al modelo

MCW).
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Glucosamine-6-phosphate deaminase (EC 3.5.99.6) from Escherichia coli is
an allosteric enzyme of the K-type, activated by N-acetylglucosamine
6-phosphate. It is a homohexamer and has six allosteric sites located in
clefts between the subunits. The amino acid sidechains in the allosteric
site involved in phosphate binding are Argl58, Lysi60 and Ser151 from
one subunit and the N-terminal amino group from the facing polypeptide
chain. To study the functional role of the terminal amino group, we uti-
lized a specific non-enzymic transamination reaction, and we further
reduced the product with borohydride, to obtain the corresponding
enzyme with a terminal hydroxy group. Several experimental controls
were performed to assess the procedure, including reconditioning of the
enzyme samples by refolding chromatography. Allosteric activation by
N-acetylgiucosamine 6-phosphate became of the K-V mixed type in the
transaminated protein. Its kinetic study suggests that the allosteric equili-
brium for this modified enzyme is displaced to the R state, with the con-
sequent loss of co-operativity. The deaminase with a terminal hydroxy
acid, obtained by reducing the transaminated enzyme, showed significant
recovery of the catalytic activity and its allosteric activation pattern
became similar to that found for the unmodified enzyme. It had lost,
however, the pH-dependence of homotropic co-operativity shown by
the unmodified deaminase in the pI range 6-8. These results show that
the terminal amino group plays a part in the co-operativity of the
enzyme and, more importantly, indicate that the loss of this co-
operativity at low pH is due to the hydronation of this amino group.
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Keywords: N-terminal transamination; allosteric transition; allosteric-site
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Glucosamine-6-phosphate deaminase, (2-amino-
2-deoxy-D-glucose-6-phosphate  aminohydrolase
(ketol isomerizing) EC 3.5.99.6) from Escherichia
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coli, catalyses the conversion of glucosamine
6-phosphate (GIcN6F) into fructose 6-phosphate
(Fru6P) and ammonia. It is an allosteric enzyme,
activated by N-acetylglucosamine 6-phosphate
(GlcNAcBP) (Comb & Roseman, 1958; Midelfort &
Rose, 1977; Calcagno et al, 1984). The allosteric
properties of this enzyme have been satisfactorily
described by the symmetry allosteric model (MWC
model, Monod et al, 1965), as previously shown
(Calcagno et al., 1984; Altamirano ef al., 1995). The

© 2000 Academic Press
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enzyme behaves as a typical K-system, in which
the allosteric activator exclusively binds to the R
form. On the other hand, GleN6F and Fru6P, sub-
strates for the direct and reverse reaction respect-
ively, are allosteric non-exclusive binding ligands,
with greater affinity for the conformational state
defined as R. The allosteric activation of this
enzyme is a consequence of the change in the
apparent affinity of the protein for its sugar-phos-
phate substrates {Altamirano ef al., 1995). The
structure of this enzyme in its allosteric states R
and T has been obtained from crystallographic
data at 21 A and 23 A resolution, respectively
{Oliva et al,, 1995, and PDB entries ldea, lhor,
lhot; Horjales et al., 1999, and PDB eniry 1cd5).
The enzyme is a hexamer of identical subunits,
arranged as a dimer of trimers with an internal 32
symmetry. Active sites appear as crevices in each
subunit and allosteric sites are located in clefts
between adjacent subunits around the 3-fold axis
of the molecule. The structure of several complexes
with active and allosteric sites occupied by ligands
was solved and both sites were unequivocally
identified as being in the R conformational state.
Figure 1(a} shows the relevant structural details of
the allosteric site, with a bound molecule of the
allosteric activator, GlcNAc6P. Important intersub-
unit contacts in the allosteric site (enzyme in the
R-state) are established through the phospho
group of the bound ligand. This appears linked to
the N-terminal amino group of one subunit, that
shown on the left of Figure 1(a), and to the side-
chains of Serl51, Argl58 and Lysl60, in addition
to the main-chain nitrogen atom of residue 152, of
the other chain.

The chain shown on the left in Figure 1, besides
being bonded to the phospho group of the ligand,
contributes to the allosteric site with an essential
contact residue, Tyr254. This is not directly
involved in GleNAc6P binding but it forms an
interchain bond through its hydroxy group. This
intersubunit bond plays a role in the functional
coupling of active and allosteric sites, switching its
contacts with the facing subunit, alternating
between two different positions in the allosteric
transition (Montero-Moran ef al., 1998; Horjales
et al., 1999). The structural model of the enzyme in
its T state (PDB entrylcd5) shows that the N-term-
inal amino group is hydrogen-bonded to the main-
chain carbonyl group of Alal50 in the facing sub-
unit (Figure 1(b)). This inter-subunit contact disap-
pears in the transition from T to R. This particular
arrangement of the phosphate-binding residues in
the allosteric cleft suggests that the terminal amino
group may also have a role in the propagation of
conformational changes to the whole molecule.
The allosteric site also binds inorganic phosphate,
although its K, is three orders of magnitude higher
than the Ky for GIcNAc6P; in consequence, it
behaves as a low-affinity allosteric activator, stabi-
lizing the R allosteric state of the enzyme. The
forces driving the T — R transition are primarily
associated with binding of the phosphate group, so

i

"N -terminus

Figure 1. The allosteric site of E. coli GleN6P deami-
nase, from crystallographic data. (a) A molecule of
GleNACc6P appears bound to the site and the residues
involved in binding of its phospho group are rep-
resented. These are Argl58, Lys160 and Ser151 from one
of the polypeptide chain appearing at the right side and
the N-terminal amino group of the facing subunit, at the
left. The allosteric conformation of the enzyme corre-
sponds to the R state (PDB lhot, Oliva et al, 1995).
(b) The intersubunit cleft of the in the GlcN6P deami-
nase when the enzyme is in the T state (PDB 1lcd5,
Horjales et al., 1999). The allosteric site is not functional
and the phospho-binding groups appear far apart. In
this allosteric conformation, the N-terminal amino grou
is hydrogen-bonded to CO group from Alal50 of the
facing polypeptide chain.
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the study of its interactions can give information
on the transition. In the cleft where the ailosteric
effector binds, there is a cluster of positive charges
that probably makes the R conformation unstable
when the allosteric site is empty; this could be one
of the triggering mechanisms for the propagation
of the quaternary conformational change {(Horjales
et al., 1999). It is therefore interesting to know if the
terminal amino group is hydronated (protonated)
in the physiological pH range, thus significantly
contributing to the accumulation of positive
charges in the allosteric site of the enzyme in the R
state. Site-directed mutagenesis cannot be used to
study the functional role of the terminal amino
group, so chemical modification seems the best
approach. We therefore removed the N-terminal
group by transamination, thus avoiding the struc-
tural disruption of removing the entire residue.
This non-enzymic reaction with glyoxylate specifi-
cally converts the terminal residue into a 2-oxoacyl
group {Dixon & Fields, 1972; Dixon, 1984) and pro-
vides a method for the selective modification of
proteins under non-denaturing and mild con-
ditions. This chemical modification procedure has
been used by several authors to demonstrate the
functional role of the N-terminal amino group of
several enzymes (Brown et al., 1978; Dijkstra et al.,
1984; Hammack et al., 1998). Dijkstra ef al. (1984)
transaminated the N terminus of pancreatic phos-
pholipase A, and characterized the modified pro-
teins kinetically and by X-ray crystallography, thus
providing good evidence for the selectivily of the
reaction. More recently, Hammack et al. (1998)
used this approach to establish the role of the
N-terminal amino group in the folding pathway of
cytochrome c. These authors obtained the specific
and quantitative transamination of an N-terminal
threonine, a residue that could also be transformed
into the same product by periodate oxidation
(Dixon, 1984). In the present work we used this
approach to transaminate the terminal methionine
of E. coli GlcN6P deaminase and we further modi-
fied the resulting 2-oxoacyl group by reducing it to
the corresponding alcohol (Figure 2). The kinetic
study of these chemically modified GlcN6P deami-
nases reveals that either an amino or a hydroxy
group at the terminal position can establish the
intersubunit interactions determining the low-affi-
nity properties of the active site in the T form. It
demonstrates that the hydronation of the terminal
amino group is respensible for the loss of homo-
tropic co-operativity of E. coli GIcN6P deaminase
at pH values below 7.0.

Results and Discussion

Oligomeric state of the modified GIcN6P
deaminases

The native GlcN6FP deaminase was chemically
transaminated, medifying its N-terminal methion-
ine residue to a 2-oxo-4-(methylthio)butyryl group;
this product is called the transaminated enzyme,
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Figure 2. Transamination and reduction of the
N-terminal methionine of E. coli GIcN6P deaminase.
Each of the groups named is shown on N-2 of the Arg2
residue.

below. Borohydride reduction of this gave the cor-
responding 2-hydroxy derivative; the resulting
preparation is called the transaminated-reduced or
OH-terminal enzyme. Both medified GlcN6P dea-
minases are hexameric proteins, as shown by pore-
gradient PAGE under native conditions and by
gel-filtration (Superdex 5-2U0 column, not shownj,
thus proving that the intersubunit contacts invol-
ving the N-terminal amino group are not critical
for the stability of the hexamer.
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Assessment of the transamination reaction

The yield of the transamination reaction was cal-
culated by measuring the phenylthiohydantoin
derivative of methionine formed after a single
cycle of Edman cleavage. The reaction was not
stoichiometric, and the yield was calculated on the
basis of the amount of phenylthichydantoin
formed from unreacted polypeptide chains. The
amount of 2-oxo groups formed by transamination
was also determined (see Experimental Pro-
cedures). A value of 0.95 reactive carbonyl group
per polypeptide chain was found, thus confimming
that the chemical modification involved only the
terminal amino groups. As an additional verifica-
tion of the procedure, we submitted a sample of
the purified transaminated enzyme to reductive
amination to restore the terminal amino group.
Reamination was performed by treating the transa-
minated protein with cyanoborohydride in the pre-
sence of ammonia buffer, to obtain reductive
amination of the 2-oxoacyl terminal group (Borch
et al.,, 1971). The reaminated enzyme was purified
from the reaction mixture by allosteric-site affinity
chromatography, using an immobilized allosteric
ligand (as described in Experimental Procedures).
The reaminated deaminase, which was retained by
the affinity gel, was eluted with GlcNAc6P and
analysed by a single cycle of Edman cleavage in
the sequencing machine. The phenylthichydantoin
obtained was characterized as that from methion-
ine, and corresponded to a yield of 96 %. The cata-
lytic constant, the K, value for GlcN6P and the
allosteric activation pattern for this regenerated
enzyme were similar to that of the unmodified
enzyme. Moreover, its co-operativity is lower
(Table 1). This may be because reamination yields
both the D and L-enantiomers of the methionine
residue, so does not exactly regenerate the unmodi-
fied enzyme.

The role of the N-terminal amino group in
GIcNAc6P binding

Transamination markedly reduced the affinity of
the enzyme for its allosteric activator. This prop-
erty was exploited to obtain a 96% transaminated
enzyme, using allosteric-site affinity chromatog-
raphy to get rid of the unreacted molecules and
even hexamers with any unreacted chain (as
shown by Edman analysis). The measurement of
GlcNAcHP binding by direct subtractive methods
{equilibrium dialysis, ultracentrifugation) is not
feasible because of the high K; value for GlcNAc6P
in the transaminated enzyme. This constant can be
calculated from titration of the protein with the
ligand, as followed by circular dichroism spec-
trometry at 274 nm (Altamirano et al., 1994). The
curve ohtained gives the fraction of the enzyme
in the R conformation and the data were fit to
the corresponding equation, derived from the
MWC model. The value found for K; was
0.33(£0.08) mM, which is an order of magnitude

higher than the values found for the unmodified
protein (Montero-Moran et al., 1998; Figure 3) and
for the transaminated-reduced enzyme. The contri-
bution of the terminal amino group to the free
energy of binding phosphate groups at the allo-
steric site is small and can be estimated as 5.4 kJ
mol~*. This suggests that its interaction with the
phospho group is an uncharged hydrogen bond.

Kinetics of transaminated GIcNG6P deaminase

The transaminated deaminase is active and it is
still capable of activation by GlcNAc6P, as shown
in Figure 3. In the absence of GlcNAc6P, the
enzyme displays homotropic co-operativity, which
is lower than that reported for the native enzyme
(Figure 3 and Table 1). In contrast with the unmo-
dified enzyme, which behaves as a typical allo-
steric K-enzyme, k., values for the transaminated
deaminase increase with activator concentration,
i.e. the modified enzyme became a mixed K-V allo-
steric protein, The limit value for k_, at saturating
activator concentration is one-seventh the value for
the unmodified enzyme. The curve of velocity
against substrate concentration obtained in the
absence of the activator, fits well to the MWC
equation for a mixed K and V allosteric system
(Monod et al., 1965). When the fitted values were

0 " . . .
0 5 10 15
[GIcN6P], mM

Figure 3. Activation of transaminated GlcN6P deami-
nase by the allosteric activator, GlcNAc6P. Initial vel-
ocities plotted against substrate concentration at the
following GlcNAc6P concentrations: (O) 0; (@) 0.1 mM;
() 0.5 mM; () 20 mM; (A) 5 mM; (A) 10 mM. The
curves were fit to hyperbolic kinetics except (O), which
was fitted to the MWC equation (Monod et al., 1965).
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compared with the reported MWC parameters for
the unmodified enzyme, it appears that the loss of
homotropic co-operativity of the transaminated
enzyme was due to a drastic decrease of the allo-
steric constant L, which became five orders of mag-
nitude smaller, and to an increase in the non-
exclusive binding constant ¢, which becomes one
order of magnitude higher (Table 1). The trans-
aminated enzyme behaves as its allosteric equili-
brium favoured the R state. A change in the
differential affinity of the allosteric conformers for
GlN6P (the K& /KT, ratio) is apparent as an
increase of the MWC ¢ parameter. These changes
that accompany the suppression of the N-terminal
amino group suggest that its inter-subunit contacts
could play a significant role in stabilising the
quaternary structure of the enzyme in its T state.

In order to determine if the chemical treatment
produced misfolded and functionally altered states
of the enzyme, a sample of transaminated deami-
nase was denatured in 8 M urea and renatured by
refolding chromatography. This powerful refolding
technique was initially tested with E. coli GlcN6P
deaminase, which can be refolded with 100 % yield
from urea-denatured samples (Altamirano et al,
1997, 1999). As shown in Table 1, the unfolding-
refolding cycle did not produce significant kinetic
changes, so the existence of unspecific effects alter-
ing the native state of the medified enzymes can be
ruled out.

Kinetics and binding properties of the
transaminated-reduced GICNG6P deaminase

Reduction of the terminal carbonyl group of the
transaminated deaminase restores most of its kin-
etic and allosteric properties; the reduced enzyme
closely resembles the unmodified protein, and it
did not change after a cycle of denaturation and
minichaperone-assisted refolding. (Table 1). The
enzyme with a hydroxy group in place of the term-
inal amino group displays the same allosteric acti-
vation pattern as the unmodified enzyme,
behaving as a pure K-system (Table 1 and
Figure 4). The affinity of the allosteric site for
GleNAc6P is the same as for the unmodified
enzyme, within experimental error. The OH-term-
inal deaminase, however, is less co-operative
towards GlcN6P than the unmodified enzyme, as
shown by the lower h_,, values and the change of
MWC parameters (Table 1). Although the restor-
ation by reduction of the allosteric control of the
transaminated enzyme does not quantitatively
reproduce the allosteric kinetics of the unmodified
enzyme, comparison of data presented in Table 1
strongly suggests that the intersubunit interactions
of the N-terminal amino group, i.e. its contact with
the activator phospho group in the R state and the
neighbouring polypeptide chain in the T confor-
mer, can also made by the uncharged hydroxy
group. Hence the interactions of the terminal
amino group may involve its unhydranated form.
The reaminated enzyme obtained from the transa-

[
1

" T T T =T
4 8 12 16

[GIcN6P], mM

Figure 4. Curves of initial velocity against substrate
concentration obtained with transaminated enzyme that
was further modified by reduction with borohydride.
Data were obtained in the absence of the allosteric acti-
vator GlcNAc6P (O}, or in its presence in the concen-
trations: (@) 0.010 mM; (1) 0.025 mM; (m) 0.050 mM;
(A) 0.100 mM. The parameters obtained are shown in
Table 1.

minated deaminase by reductive amination as an
additional assessment of the techniques used, is
also as active and co-operative as the OH-terminal
form (Table 1).

Are cross-links formed? Possible
side-reactions

The 2-oxoacyl terminal group contains a highly
reactive carbonyl group and this might form a keti-
mine with a nearby lysine 6-amino group in the
protein. This reaction, which is reversible, would
produce internal cross-linkages in each polypeptide
chain between neighbouring subunits. The equili-
brium could be modified by ligand binding, shift-
ing it towards hydrolysis of the bond, so the
observed allosteric V-type activation pattern and
the low &, of the transaminated isomerase might
be a consequence of this side-reaction.

Analysis of the structural model of the T allosteric
form of E. coli GIcN6P deaminase shows that the
closest lysine 6-amino group in the neighbouring
subunit is that of Lys160, and it appears at a dis-
tance of 10.2 A from the C-2 of Metl. This is a phos-
phate-binding residue of the allosteric site, which
moves away from the N terminus in the T— R
transition (Horjales ef al., 1999). If this amino group
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were involved in ketimine formation, the transami-
nated enzyme should form stable inter-chain cross-
links upon reduction with cyanoborohydride
(Borch et al, 1971). Transaminated enzyme was
reduced using cyanoborohydride under the sarme
conditions described for the aminative reduction,
but omitting the ammeonia buffer. This new transa-
minated-reduced preparation migrates in SDS-
PAGE as a‘single band with the same mobility as
the isomerase subunit, 50 no inter-chamn links
appear to have been present.

Intrachain bridges are also unlikely in view of the
distances to the nearest amino groups. The only
lysine residue within 17 A of the terminal nitrogen
atom, i.e. the expected position of the oxygen atom
of the reactive carbonyl group, is Lys234, whose
6-amino group is 11.7'A away and interacts with
water molecules. Hence, if we exclude drastic fold-
ing alterations, imine formation appears impossible.

Effect of pH on homotropic co-operativity in
the native and modified deaminases

Figure 5 shows the effect of pH on the homo-
tropic co-operativity of unmodified and N-terminal
transaminated GlcN6P deaminases, as evaluated
from their h,, values. The unmodified enzyme
displays its maximal homotropic co-operativity in
the pH range 7.7-8.0 at 30°C. The curve of h,,
against pH resembles a titration curve with a pK,
of 6.8. Co-operativity decreases at low pH and the
enzyme exhibits hyperbolic kinetics at pH 6.0, as
shown in Figure 5. At this pH, the apparent K
value for GleN6P was 10 mM and it did not
change in the presence of 5 mM allosteric activator.
The transaminated enzyme is essentially non-co-
operative over the pH range 6-9. On the other
hand, the transaminated-reduced preparation,
which partially recovered the allosteric properties
lost by transamination, displays homotropic co-
operativity, but it is essentially constant over the
pH range explored (Figure 5). This finding strongly
points to the terminal -NH, as the group whose
hydronation is the responsible for the loss of the
homotropic co-operativity of the unmodified
enzyme at low pH.

Figure 5 shows the I, for the reaminated
enzyme as a function of pH in the range 6.0-7.7.
Reamination did not produce an enzyme identical
with the unmodified protein; its main difference
consists in the lower homotropic co-operativity of
the N-terminal reconstructed enzyme, which is the
same as found for the OH-terminal deaminase
(Figure 5 and Table 1). This discrepancy could be
related to the scrambled chirality at C-2 of the N-
terminal residues as previously discussed.

Refolding with immobilized minichapercne did
not change significantly the kinetic properties of
any of the chemically modified proteins prepared
for this research. Refolding could have increased
the folding homogeneity of the molecular popu-
lation in our assays, excluding denaturation as a
conseguence of chemical handling of the enzyme.

{a) {b)

3 b 3
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Figure 5. Change of the homotropic co-operativity of
GleN6P with pH for (a) the unmodified GlcN6F deami-
nase and (b) for the deaminases that were chemically
modified at the N-terminal amino group. Maximal Hill
coefficients (k) are shown as a function of pH.
(O) Unmodified protein; (@) transaminated enzyme;
(m) transaminated-reduced enzyme (OH-terminal);
(1) reaminated enzyme, ie. enzyme reconstituted by
reductive amination of the transaminated protein.

The good agreement between data from refolded
and untreated samples proves that the chemical
procedures described here are gentle enough to be
useful as research tools.

The unmodified enzyme at pH 6.0 behaves as if
it exists mainly in the R state or in a state close to
it. If the loss of co-operativity at low pH was due
to the displacement of the allosteric equilibrium
towards the T state, i.e. if protons displace the
R — T equilibrium as an allosteric inhibitor would,
an increase of homotropic co-operativity would be
expected. The opposite effect was found, and the
enzyme looks more acidic in its R state. Qur results
suggest that this change in the enzyme pl that
occurs associated with the allosteric transition, is
caused by the hydronation of the N-terminal
amino group. This is an unexpected result, because
the addition of a positive charge to an empty allo-
steric site must make it quite unstable and would
favour the conformation that increases the distance
between these charges. The structural basis of this
property of E. coli GIcN6P deaminase and its func-
tional significance in vivo deserve further examin-
ation. The knowledge of the R conformer structure
without any ligand in the allosteric site will be of
value for understanding the stabilization of the R
state of the enzyme at low pH values.

Experimental Procedures
Reagents

Most chemicals and biochemicals were from Sigma-
Aldrich 5.A. de C.V, Mexico. The affinity gel used for
GIctN6P  deaminase purification, N-(6-aminohexanoyl}-
glucosamine-6-P agarose, was prepared by immobiiising
GleN6P in ECH-Sepharose (Pharmacia), as described
{Calcagno ef al, 1984). N-Acetylglucosamine 6-P and
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2-deoxy-2-aminoglucitol 6-phosphate (GleN-0l-6P), were
synthesized and purified as described (Altamirano et of.,
1995).

Agarose-immobilized minichaperone (refolding gel)
for refolding chromatography, was prepared and used
as described (Altamirano ef ai., 1997).

Enzyme purification methods

GleN6P deaminase was purified from an overprodu-
cing strain, using allosteric-site affinity chromatography
as described (Montero-Mordn et al, 1998). The same
chromatographic gel was also used to get rid of the
unreacted or partially reacted enzyme molecules after
the transamination reaction and to purify the enzyme
whose allosteric properties were restored by reduction
{see below). The punty of the preparations was verified
by SDS-PAGE. The N-terminal modified enzymes were
purified as described below. The enzyme concentration
was calculated using the molar absorption coefficient of
200 x10* M7 cn! at 278 nm for the unmodified
enzyme (Altamirano et al, 1994). Concentration data
always refer to the hexameric protein.

Enzyme assays

GIcN6P deaminase was assayed in the direction of
Fru6P formation by the colorimetric measurement of
fructose at fixed times as described {Calcagno et al,
1984). The progress of the reaction was always kept
below 5% conversion of the initial substrate. Measure-
ments were made at pH 8.0, 30°C, in 50 mM Tris-HCI
buffer, except in the experiments in which pil was var-
ied. In this case, 50 mM, 25 mM Tris and 25 mM etha-
nolamine was the buffer used. This buffer minimizes the
change of ionic strength with pH (Ellis & Morrison,
1982). Kinetic data were analysed by non-linear
regression using the program Origin 4.1 (MicroCal Soft-
ware, Inc., Northampton, MA).

Measurement of the dissociation constants

The dissociation constant of GleNAc6P was deter-
mined by near-UV CD difference spectroscopy in an
Aviv CD spectrometer model 62DS, using 0.5 cm light-
path cells and a protein sample dissolved in 20 mM Tris-
HCI buffer (pH 7.7) and 30°C. Details of the procedure
were as described (Altamirano et al., 1994).

Chemical transamination of the N-terminal
methionine residue

Unmeodified GicN6P deaminase was specifically trans-
aminated at the N-terminal residue using glyoxylate in
the presence of Cu®* as a catalyst according to the pro-
cedure of Dixon & Fields (1972) (Figure 2). The pure
enzyme {0.5 mg ml™") was incubated with 0.1 M sodium
glyoxylate in a solution of 2.5 M sodium acetate and
5mM CuSO,. The reaction mixture also contained a
saturating concentration (0.2 mM} of the dead-end inhibi-
tor GlcN-0l-6P, in order to shift the allosteric equilibrium
to the R conformation and stabilize the enzyme. (We
found that the addition of this ligand improved the
reaction yield nearly tenfold.) The pH of the solution
was fl_qally adjl_lsted to .5 using acetic acid and the mix-
ture was left at 20°C for 72 hours. The yield of the
reaction was calculated by Edman cleavage of the poly-
peptide chains that remained unreacted. Analyses were

performed in an automatic sequencing machine (Beck-
man-Porton Protein Sequencer, model LF 3000). The best
transamination yields, close to 60 %, were obtained using
the conditions described here. The yields were lower at
higher temperature (30°C) or when Ni?* substituted for
Cu?* and the acetate buffer was 2.0 M, pH 6.8. The trea-
ted protein was thoroughly dialysed against a buffer con-
taining 40mM TrisHCl (pH 77) and 5mM
triethylenetetramine  dihydrochloride, i.e. trientine
(Dixon, 1986), a powerful copper chelator, and sub-
sequently chromatographed on a column of N-{6-amino-
hexanoyl)glucosamine-6P-agarose. The modified enzyme,
which had lost its affinity for the immobilized ligand,
emerged in the void volume and separated from the
unmedified or partially modified hexamers. In a typical
preparation, 35% of the protein treated was recovered in
the excluded peak. The enzyme in this fraction has been
shown to be 93 % transaminated. The amount of carbonyl
groups formed by transamination was determined by
reacting the modified protein with 2,4-dinitrophenylhy-
drazine {described as the second Method by Dixon &
Fields, 1972). The absorbance of the corresponding hydra-
zone was determined at 540 nm in 0.2 M NaOH to pro-
duce a red shift of the absorption maximum, using an £
value of 16.9 M~ em™! (Sibley & Lehninger, 1949).

Reamination of the transaminated enzyme

The transaminated protein (2.8 uM) was disseclved in
1.5 M ammonium bicarbonate solution {pH 8.5) and trea-
ted at room temperature for two hours with 0.1 M
sodium cyanoborohydride. The reaction mixture was
then dialysed against Tris-HC! buffer (50 mM, pH 7.7,
20°C), and loaded onto a column of N-(6-aminohexa-
noyl)glucosamine-6P-agarose. The retained fraction was
eluted from the column with 10 mM GIcNAc6P (pH 7.7),
concentrated and stored as described above.

Preparation of the GIcN6P deaminase with a
terminal hydroxy group

A second modified enzyme was prepared by treating
the transaminated enzyme with borohydride, to intro-
duce a terminal hydroxy group (Figure 2). A 1.2 pM sol-
ution of transaminated protein in 50 mM potassium
borate buffer pH 9.5, was treated with several additions
of NaBH,, to reach a nominal concentration of nearly
40 mM. After one hour, the pH of the preparation was
adjusted to 7.7 with 1 M Tris-HCl and then dialysed
against 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.7, These are well-
known conditions for the reduction of carbonyl groups to
the corresponding alcohol, in this case to transform the 2-
oxoacyl group into a 2-hydroxyacyl group. The reduced
enzyme, which upon this procedure recovered the affinity
for the allosteric activator, was purified by affinity chro-
matography, as described above. Only the highly retained
fraction (nearly 10% of the eluted protein) was used for
the following experiments, to be sure that we got rid of
the mixed protein hexamers, with intermediate degrees of
transamination-reduction. This was verified by Edman
analysis, which gave no detectable amount of the meth-
jonine derivative. The hydroxy-terminal enzyme (transa-
minated and reduced with borohydride) is expected to
contain a 2-hydroxy-4-(methylthio}butyryl group repla-
cing the N-terminal methionine residue, because the for-
mation of a 2-hydroxyacyl group by reduction of the
terminal 2-oxoacyl group is the only plausible reaction
under the stated conditions. Transaminated and transa-
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minated-reduced enzymes were concentrated by ultrafil-
tration and stored in 50 % glycerol at —20°C.

Reconditioning with Immobilized minichaperone

The samples of modified enzymes to be reconditioned
were treated at room temperature in 8 M urea containing
50 mM Tris-HCl (pH 7.7) and 2 mM EDTA. After 30
minutes, the sample was diluted 100 times in the same
Tris-EDTA buffer (final concentration 0.47 pM, 0.09 mg/
ml) and refolded following the originally described pro-
tocol (Altamirano et al., 1997), except that the residence
time of the sample in the refolding resin was reduced to
15 minutes. The renatured proteins were then concen-
trated by ultrafiltration under pressure.
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INTRODUCTION

Glucosamine-6-phosphate deaminase (GlcN6P deaminase, E.C. 5.3.1.10), from Escherichia coli is an
allosteric enzyme catalysing the regulated step in the pathway of N-acetylglucosamine utilisation.
This step consists in the isomerisation and deamination of glucosamine 6-phosphate (GIcN6P),
giving fructose-6-phosphate (Fru6P) and ammonia (7). Its physiological activator is N-
acetylglucosamine 6-phosphate (GIcNAc6/P), a metabolite that increases its concentration in the cells
when them are cultured in the presence of GIcNAc (2). Allosteric activation follows exclusive-
binding kinetics; this is consistent with the structural evidence that the allosteric site exists only in the
R allosteric conformer, which is the one displaying high affinity for the substrate. The allosteric
properties of this enzyme have been adequately described by the symmetry allosteric model (MWC
model) (3, 4). Deaminase is a perfect K system, that is, the allosteric transition causes an increase in
the enzyme affinity for substrate without a discernible change in the catalytic constant. The enzyme
is an hexamer of identical subunits, arranged as a dimer of trimers with internal 32 symmetry and has
six allosteric sites located in the clefis between adjacent subunits. Both neighbouring subunits
contribute to the structure of the GIcNAc6F binding site, which binds the activator. Phosphate ion
can also bind to the allosteric site, stabilising the R conformation, but its Ky is three orders of
magnitude higher than the corresponding value for GIcNAc6P. The same interactions are involved in
binding of the free phosphate ion or the phospho group of GlcNAc6P, but the latter is also bound
through its sugar moiety, by additional contacts in the allosteric site. The amino acid residues
involved in phosphate binding are the charged groups Argl158 and Lys160. the Oy from Serl51 and
the main-chain nitrogen from residue 152. All these contacts belongs to one of the facing subunits,
the one contributing to allosteric-site structure with the base of the active-site lid (5). The facing
subunit contributes to GicNAc6P binding in the allosteric site through the terminal amino group. This

interaction, an uncharged hydrogen bond, has been shown to be responsible for the pH-dependence
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of homotropic co-operativity and it is also essential in the proper coupling of allosteric transition (6).

The phospho group in GlcNAc6P molecule builds around it all the needed interactions for allosteric
function. Indeed, the comparison of the 3D models of GicN6P deaminase complexed with inorganic
phosphate or GIcNAC6P, overlaps within a rmsd of 0.122, A (5). The allosteric-site fesiducs that bind
allosteric phosphate group through ionic interactions, Lys160 and Argl58, are also part of the base of
the active-site lid. This motif encompasses the segment 158-187 (B-strand 158-161; rigid connection
161-164, o-helix, 164-174; B-turn 174-184 and B-strand 184-187). This motif has been shown to be a
key motif that functionally links the active and allosteric sites. Moreover, Lys160, which is part of
the allosteric site in the R state of the enzyme, appears salt-linked to Glul48, an active-site residue,
when the enzyme is in the T allosteric state (5, 7). These set of evidences, point Lys160 and Argl58
as two key residues in the allosteric function of E. coli GIcN6P deaminase. In the present research we
explored its functional role by means of a crystallographic and kinetic study of some site-directed

mutants involving these two residues.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Biochemicals. Most chemicals were from Sigma-Aldrich S.A. de C.V., Mexico. GIctNAc6P was
prepared by acetylation of GlcN6P and purified by ion-exchange chromatography as described (8).
The affinity gel, N-6-aminohexanoyl glucosamine-6-P agarose was prepared as described (9).
GlcNAc6P and 2-amino-2-deoxy D-glucitol 6-P (GlcN-0l-6P), were synthesised and purified as
described (8). The same procedure was used to preparc "H-labeled GicN-ol-6P. In this case, *H
sodium borohydride (Amersham) with a specific activity of 326 GBq mmol™” was used to reduce
GlcNAC6P. The obtained [1-°H]-GlcN-0l-6P was purified by ionic-exchange chromatography as

described (8). The final product had a specific activity of 1.21 GBq mmol™
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Site-directed mutagenesis. Specific mutations were constructed by the mutagenic oligonucleotide
method of Kunkel as previously described (70). The nagB gene cloned in the phagemid vector
pTZ18R downstream to the lac promoter, pTZ]8R(nagB), were used as the starting material (§). The
mutants enzymes constructed were, at residue 160 Lys (AAA) to Glu (GAA) and at residue 158 Arg
(CGT) to Leu (CTT). Other mutants, Lys 160 to Ala (GCG) and Argl58 to Ala (GCG), were
constructed by oligonucleotide-directed mutagenesis, using Stratagene QuickChange® reagents as
described by the manufacturer, to mutate the nagB gene inserted in the vector pTZ18R.

Phagemids carrying the mutations were verified by sequencing of the entire gene. These vectors were
used to transform E. coli cells from the strain IBPC590R which are Anag and Alacl and expresses the

deaminase constitutively (/7).

Enzyme purification. Mutant forms of the enzyme at the allosteric site lost most of its affinity for the
immobilised allosteric-site ligand and they could not be purified by allosteric-site affinity
chromatography as previously described (/2). These mutant forms of the enzyme were purified by
anion exchange chromatography. The ammonium sulphate fraction (40-55 % saturation) obtained as
described (4), was dialysed against 40 mM Tris-acetate buffer (pH 8.5) and applied to 16/10 a Mono-
Q column (Amersham-Pharmacia) equilibrated with the same buffer. The enzymes were eluted with
a linear concentration gradient of potassium acetate (0 - 0.4 M} prepared in 40 mM Tris-acetate
buffer (pH 8.5). Both mutant deaminases eluted at nearly 0.2 M salt concentration. The fractions
containing cach enzyme were re-chromatographied on the same column and under the same
conditions. The purity of the enzymes was verified by SDS-PAGE. The integrity of the hexamer was
demonstrated by analytical molecular exclusion chromatography in a Superdex-200 FPLC column

(Amersham-Pharmacia) using 50 mM Tris-HCI buffer containing 150 mM potassium acetate (pH
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7.5}

Enzyme assays. GIcN6P deaminase was assayed in the direction of Fru6P formation, as previously
reported (/2). The progress of the reaction was always kept below 5% conversion of the initial
substrate. Measurements were made at pH 8.0, at 30 °C in 50 mM Tris-HCI buffer. Kinetic data were
fitted by non-linear regression analysis using the program Origin (MicroCal Software, Inc.,

Northampton, MA).

Sulfhydryl group analysis. Sulthydryl groups were determined spectrophotometrically with 5,5'-
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) as described (/3). The enzyme at final concentration of 0.25
mg mL" was added into a mix of 0.1 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA buffer (pH 7.7) and a 1000-fold
molar excess of DTNB. The stoichiometry of the reaction and the corresponding second-order rate-
constant for the reaction were calculated, and the effect of saturation with GlcN-ol-6P on the reaction

rate was established.

CD titration of the enzyme with GlcNAc6P and GleN-ol-6P
The binding curve for GIcNAc6P was obtained by near-UV CD spectrometry in an Aviv CD 62DS
spectropolarimeter using 0.5-cm light-path cells. Protein samples (3.5-4 uM) were dissolved in 20

mM Tris-HCI buffer, pH 7.7. Details of the procedure were described elsewhere (/4, 15).

Direct binding measurements
The dissociation constants for the allosteric activator was obtained by direct measurement of the

amount of *H-labelled ligand bound to the protein which was separated by ultracentrifugation as

described (9).
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Crystallisation and structure determination of Lys160-Glu enzyme in its T and R conformational
states

Crystallisation of the Lys160-Glu mutant enzyme in its T or R state, was obtained by the hanging-
drop technique. Crystals grown at 18 °C in 0.95 M sodium tartrate, 100 mM HEPES and 0.6 mM
GIcN-ol-6P (pH 7.0) had the typical appearance of R-state crystals, while those showing T-form
morphology grew at 4 °C in 2.28 M sodium acetate and 100 mM HEPES buffer (pH 7.0). In both
cases the cryoprotectant solution contained the same salts and at the same concentrations as the
reservoir solution but dissolved in 40% sucrose. X-ray diffraction data were collected on SSRL
Beam Line 7-1, using a wavelength of 1.08A at 113 K. Data were also obtained using a 18 cm image
plate detector with a crystal-detector distance of 140 mm. Frames were collected over an oscillation
range of 1.5 deg. Both data sets were collected at 1.94 A, These data were processed and integrated
with DENZO/XDISP (/6) and scated with programs from the CCP4 suite (/7), giving a Rsym = 0.083
for the R mutant form, applying the R32 space group. The Rgyn, in the highest resolution limit (2.30 to
2.36 A) is 0.362 with a completeness of 0.792. The conformer in the T state presented a Ryym = 0.085

in a P6322 space group; the Ry, in the range between 2.10 - 2.16 A is 0.315 with a completeness of

0.961.

Both structures were determined using the wild-type T and R conformers (/8) (5) as models for the
molecular replacement method with XPLOR (/9). The initial solutions were subjected to a rigid body
minimisation followed by a simulated annealing, starting at 3000 K and cooling in 25 K steps up to a
final temperature of 300 K. Before a visual correction of the model using a 2fo-fc map, a new
annealing plus the addition of GlcN-ol-6P to the R-form structure, were run. It produced a significant
error reduction for this conformer. Finally, search and addition of water molecules in the model was
performed (for details see figure 2).

Ca superimpositions were performed with the program O (Jones et al., 1991). A preliminary super-
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imposition (LSQ-EXP) was initially carried out and later improved (LSQ-IMP) by excluding in each
cycle the atoms whose calculated root-mean-square deviation (RMSD) gave distances to its partner

greater than 0.50 A.

RESULTS

GIcN6P deaminase with replacements at Lys160 and Arg158 positions, behave as allosterically
locked in the R state

The mutant forms of GIcN6P deaminase obtained by the replacements of residues Lysl160 and
Argl58 lost their affinity for the allosteric activator and did not display homotropic co-operativity.
The corresponding velocity versus substrate curves were hyperbolic, even when saturating
concentrations of the allosteric activator were present (Figure 1A). In all cases, hyperbolic curves
were obtained; the absence of co-operativity was verified over a wide range of substrate
concentration by using the very sensitive plot described by Acerenza and Mizraji (20). Figure 1{C).
The K, value for Lys160-Ala is similar to the value reported for the wild-type enzyme; for the other
mutant forms described here, somewhat higher K, values were found. This is the expected behaviour
for deaminase mutants locked in the R allosteric state. The four mutant forms described here
displayed &.x values lower that those reported for the wild-type enzyme (Table 1). The replacements
at position 160 produced enzymes 30 times less active, while with replacements at position 158
produced enzymes with k. values one order of magnitude lower that the wild-type GlcN6P

deaminase.

GIcNAc6P binding to the mutant GIcN6P deaminases
The allosteric activator had no effect on the activity of these mutant enzymes and none of them was

bound to the allosteric-site affinity-gel that is the basis of the standard purification method for

50



GIcN6P deaminase (4). GIcNAc6P binding to Lys160-Glu and Argl58-Leu mutant deaminases was
explored over a wide concentration range by near-UV CD titration. Spectral changes were detected
only at high activator concentration (25-50 mM). Under these conditions, the activator produces
competitive inhibition (Lys160-Glu K; = 25.3 £ 2.5 mM; Argl58-Leu, K; =11.01 * 1.6 mM). It is
most probable that the CD change measured comes from the induced fit in the active site that binds
the allosteric activator (Figure 1B and Table 1). This low affinity of the mutant enzymes for
GIcNAc6P precludes the use of direct binding measurements. Conversely, the affinity for GleN-ol-
6F is high, and binding of the 3H-labelled ligand was measured by ultracentrifugation. The curve of
fractional saturation for GIcN-ol-6P versus the concentration of this ligand was obtained for the
Lys160-Glu mutant deaminase. It displays positive co-operativity (Hill coefficient, 1.6 £ 0.2); its

[GIcN-0l-6P]g s was 9.7 uM which is four times higher than the value of the wild type enzyme.

Structure of the Lys160-Glu mutant deaminase

The structural models of the Lys160-Glu confirmed that crystals with either R or T morphology were
actually in these conformational states. The mutant in the T state shows both active and allosteric
sites free of ligands; the general structure of the model is similar to that of the wild type T form (rmsd
of 0.173 A, 239 residues were included, with the exception of residues 80; 161-183 and 264-266).
Indeed, with exception of the point mutation Lys160-Glu, the mutant in the T state looks as a typical
wild-type T-state deaminase (Figure 3). On the other hand, the R form of Lys160-Glu GlcN6P
deaminase presents its allosteric site unfilled, while the active-site is occupied by the GlcN-ol-6P,
which shows the same conformation that appears in the corresponding complex of the wild type
GIcN6P deaminase (Figure 3). This is the first solved structure of this enzyme in which the R state
presents an empty allosteric site. The whole structure is essentially identical to the wild-type

deaminase in the R state, except the mutated residue (rmsd of 0.231 A, 260 residues were included
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with the exception of residues 261-266), Table 3.

DISCUSSION

Mutant deaminases at positions 158 and 160 behaves R-locked enzymes
The four mutant forms of GlcN6P deaminase involving the positions 158 and 160, present hyperbolic

OleN6P yalues that are close to that

kinetics, even in the absence of the allosteric activator and has K,
for the wild-type enzyme (Table 1). Since these mutant enzymes present the expected kinetics for the
enzyme in the R state, it is not surprising the lack of kinetic changes upon GIcNAc6P addition.
Moreover, CD titration with this ligand demonstrated that it is not bound to the allosteric site. The
small binding detected at very high activator concentrations correlates with competitive inhibitory
effect, thus indicating that GlcNAc6P is bound to the catalytic site under these conditions.

The four mutants behave as if they were locked in the R state or in a conformation close to it.
However, they are less active and their 4y values are considerably lower than those for the wild-type
deaminase. The mutant form Lys160-Glu present a specificity constant (ke./K,,) nearly 50 times
lower than the corresponding value for the wild-type enzyme (Table 1). The replacement Argl58-
Leu is less active, its specificity constant is 1/500 of the wild-type value. These changes are mainly
due to the lower k¢, values for the mutants, while the corresponding K, values for GIcN6P are equal
(Lys160-Ala, Argl58-Ala) or somewhat higher (Lys160-Glu, Argl58-Leu) than the KM% for the
wild-type deaminase. These results are consistent with a rapid-equilibrium random mechanism for

the mutant enzymes, for which K, %*"¢”

values are true dissociation constants. This also suggests that
the active-site distortion produced by these mutations affects structures mainly involved in catalysis.
Argl58, the residue whose replacement produces the greatest k., change, is located between the C-

terminal side of the loop 136-157 that contains catalytic residues (7), and the N-terminal end of the

short B-strand (158-162) which is part of the base of the active-site lid. Accordingly to this analysis,
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we found that the mutation at the position 160, which is more distant to the catalytic loop, produced

the smallest change in kcar.

Lys160-Glu appear as R-locked in kinetic experiments but it crystallises in the T state

Ligand-free Lysi60-Glu deaminase crystallises as the T conformer although it displays R-type
kinetics. The complex of this mutant enzyme with the dead-end inhibitor, GlcN-o0l-6P, appears in the
R state, even with the empty allosteric site. This particular complex, the one with the active site
occupied and the allosteric site empty, does not produce crystals on the wild-type enzyme (E.
Horjales, unpublished). This apparently inconsistent result could be a consequence of the drastic
change in the allosteric properties of the mutant. A decrease of the T/R ratio (that is, L, the allosteric
constant in MWC model) without entirely abolishing the existence of the T state could explain the R-
type kinetics of the mutant enzymes and the crystallisation of the ligand free Lys160-Glu enzyme in
the T state. Nevertheless, this assumption cannot account for the homotropic co-operativity observed
for GlcN-0l-6F binding. It seems more plausible to assume that the mutation abolishes the
differential affinity for GIcN6P (that is, K and K' are nealy equal, and MWC ¢ parameter
approaches to 1). In support of this assertion, numerical simulation experiments using the MWC
general equation, the allosteric parameter ¢ = 1, Ko 0 from this paper and the same L values found
for the wild-type enzyme, we obtained a kinetic pattern that is indistinguishable from that for the
fully-activated enzyme. The homotropic co-operativity for GlcN-ol-6P binding can be accounted for,
assuming that Ki® >K;T for this competitive inhibitor. This implies that the mutation altered the
differential affimity for the cyclic hemiacetalic substrate but did not affect so drastically the
differential affinity for an open-chain ligand, which is considered a transition-state analogue (7).
Similariy to the ¢ parameicr, we defined d = K /X, The numerically simulated and fitted equation

was:
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Leo (1+ca+ddy + a(l+a+6)
v, V=

L(l+ca+d@® +(1+a+0)°

The other parameters have the usual meaning in MWC equations, L is MWC (3) allosteric constant,

a = [GlcN6P)/Kr (assuming that Kg = K,,)) and ¢ is the ratio Kr/KT.

One of the most conspicuous tertiary-changes in the T—R transition of the wild-type enzyme, is the
displacement of the side chain of Glul48 towards the active site, thus breaking the salt linkage
between the carboxylate of this group and the g-ammonio group of Lys160 (35, 7). This displacement
reduces the positive charges in the allosteric site, thus stabilising the T state of the enzyme which is
the dominant species in the absence of ligands. In this study we found that the kinetic behaviour of
Lys160-Glu and Lys160-Ala deaminases are identical, in spite of the fact that the former mutation
replaces a positive charge by a negative one in the allosteric site. This result discards that the possible
formation of a salt bridge between the neighbouring subunits in the allosteric site (Glul60 with the
N-terminal ammonio group or Arg2 from the facing subunit) could be the cause of the R-locked

behaviour of the mutant enzymes.
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Table 1: kinetics constants for the wild-type enzyme and mutants of the allosteric site.

Wild-type®

Lys160-Glu
Lys160-Ala
Argl58-Leu

Argl58-Ala

* Data for the wild-type were taken from Lara-Gonzalez et al. (6).

1557

2.2+0.04

55+0.2

0.8+0.02

0.6 £0.02

K
(mM)
0.75 £ 0.05
1.4£0.1

0.9+0.1

K CleNAceP
(mM)
n.d.

25325
n.d.

1101 £ 1.6

n.d.
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Table 2. Mutant and wild-type reacting sulfhydryl groups with DTNB in the absence or presence of

GlcN-ol-6P.
Thiols in the absence Thiols en the presence
of GleN-ol-6P* of GleN-ol-6P*

Wild-type 1.8+ 0.05 0.2+0.03
Lys160-Glu 1.7 £ 0.07 0.5+0.03
Lys160-Ala 0.9%0.03 0.7+ 0.03
Argl58-Leu 231005 2.1£0.03
Argi58-Ala 0.6+ 0.03 0.5+0.03

® Data are average from at least four determinations.



Table 3. Crystallographic study of Lys160-Glu GlcN6P deaminase. Data collection and

refinement statistics *

Conformer

Monomers in the asymmetric unit
Active-site ligand.

Allosteric-site ligand

Other ligands found in the AU.

Cryo-collecting / X-ray source /Wavelength

Cryoprotectant

Space Group

Cell parameters a=b, ¢ (A)

a=b,y

Resolution

Highest resolution bin

Reym all data (highest resolution bin)
Completeness (highest resolution bin)
Multiplicity (all data)

I/s(1) (highest resolution range)
Number of reflections

Rigid body minimisation

Annealing (T;= 3000 K)

Ligand search or manual corrections
Water molecules search

Water molecules (in A.U.)
Relation # of reflections /parameters

1
Free

Free

None

Yes

SSRL 7-1/1.08A

Sucrose 35%
P6,22
127.11,140.03
90°, 120°
50-2.20 A
(2.20-2.29A)
0.085 (0.267)
03.4%(96.4%)
3,2

8.0(3.2)
36911
R=0314
R=0.268
Riree=0.287
R=0219
Riec=0.233
R=0.218
Riree =0.233

185
3,36

2
GlcN-ol-6P

Free

None
Yes/SSRL 7-1/1.08A
Sucrose 35%
R32
124.78,221.83
90°, 120°
50-2.30 A
(2.30-2.41A)
0.083(0.220)
79.2%(88.0%)
2,5

7.4(2.0)
22639
R=0316
R=0.276
Riree=0.306
R=0.249

Rie = 0.279
R=0.216
Rfpee=0.270

422
1,22
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*The test data set for Ry calculations was randomly selected to contain 10% of the whole data set.
The rigid body minimisations were performed directly using as starting model the R and T structures
previously reported by our group (PDB codes lhot and 1cdS). At each step of the refinement

procedure, manual adjustments were performed using both 2fo-fc and fo-fc electron-density maps.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1.

Effects of the allosteric activator on the activity of mutant Lys160-Glu. (A) Initial velocities were
plotted versus substrate concentration at different GIcNAc6P concentrations: (A) none; (V) 2 mM.
Assays were performed at enzyme concentration of 20 nM in 200 ul of 50mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA (pH 7.7) at 30 °C, as described elsewhere (12). (B) Double reciprocal plot of kinetic data at
different [GIcNAc6P]: (A) none; (@) 25 mM; (O) 50 mM, the plot shows the competitive inhibition
of enzyme Lys160-Glu by GlcNAc6P. (C) A sensitive method to detect cooperativity was used to
analysed data from (A) in the absence of GIcNAc6/P; the plot of the global dissociation quotient is

shown (20).

Figure 2

Average isotropic B-factors for main-chain atoms of the T and R allosteric conformers of £. coli
GIcN6P deaminase, plotted for the full sequence of a single monomer.

A: B-factors for the T allosteric conformer of the enzyme. Thick continuous line: data for the
Lys160-Glu mutant form of the enzyme at 2.20 A-resolution. Dashed line: wild type factors at 2.20
A-resolution (PDB code 1fs6). B. B-factors for the R allosteric conformer. Thick continuous line:
data for the Lys160-Glu mutant form of the enzyme with active-site occupied by GleN-ol-6P and the
allosteric site free. Resolution: 2.30 A. Thin continuous line: data for the wild type enzyme in the R
state with both active and allosteric sites occupied. Resolution: 2.15 A (PDB code 1fqo). Dashed
line: data corresponding to the wild type enzyme in the R-form with only the allosteric site occupied.

Resolution: 2.20 A (PDB code 1frz).
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Figure 3

Comparison of the structure of the wild-type and Lys160-Glu mutant form of GIcN6P deaminase in
either allosteric conformational state, by means of the superimposition of the Ca trace. A: enzyme in
the T state. The wild-type enzyme is represented in blue (PDB code 1fs6) , and the Lys160-Glu
mutant in red. B: GlcN6P deaminase in the R state. The blue trace corresponds to the wild-type
enzyme with both sites (catalytic and allosteric) occupied by ligands (PDB code 1fqo). The orange
trace represents the wild-type enzyme with only the allosteric site occupied by its ligand (PDB code
1frz). The Lys160-Glu mutant form appears in red. This structure presents the active-site occupied by
the dead-end inhibitor, GicN-ol-6P.

The RMSD value for the superimpositions of the enzymes in the T-form shown in panel A, was
0.173 A (residues 80, 161-183 and 264-266 were excluded from the calculation). For the
superimposition of both wild-type structures shown in panel B and the Lys160-Glu mutant enzyme,
gave a RMSD of of 0.231A (excluding residues 261-266) and 0.231A (excluding residues 260-266)

respectively.
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CONSIDERACIONES FINALES Y CONCLUSIONES

Al igual que la mayoria de las enzimas alostéricas, el sitio regulador de la GlcN6FP
desaminasa se localiza en la zona de interfase entre dos subunidades (ver figura 6); por lo
que, la unién del efector alostérico es capaz de estabilizar directamente 10:s cambios
estructurales cuaternarios a favor del conférmero R. El cambio en la estructura cuaternaria
asociado a un cambio local en la region de interfase entre dos subunidades parece ser
comun en las proteinas alostéricas y se ha observado en enzimas como la fosfofructocinasa,

la aspartato transcarbamilasa y la glucégeno fosforilasa (54-56).

En la GlcN6P desaminasa al igual que en otras enzimas alostéricas hay residuos cargados
positivamente como Lys y Arg que forman parte de los sitios de unién del grupo fosfato
tanto del modulador alostérico, como del substrato. Por ejemplo, en la fosfofructocinasa
tres argininas forman parte de los residuos encargados de unir el grupo fosfato del substrato
en el sitio activo, 243, 162 y 252. Mientras que los residuos de Arg 25, 21 y 154, unen el
grupo fosfato del inhibidor alostérico. El asa 6-F acopla ambos sitios, catalitico y alostérico,
durante la transicion entre T y R (55). En la desaminasa los residuos con carga positiva Lys
208 v Argl72 unen el grupo fosfato del substrato, mientras que en el sitio alostérico los
residuos con carga positiva Argl58 y Lys160 y los residuos Ser1S1, Serl52 y Metl son los
encargados de unir el grupo fosfato del activador alostérico. En esta enzima el asa 144-154

conecta al sitio activo con el alostérico (ver figura 6) (43).
El grupo amino N-terminal.

Anteriormente se habia propuesto que el grupo fosfato del activador alostérico se unia por
puente salino con el grupo amino N-terminal (44). Los resultados del estudio por
modificacién quimica realizados con el grupo amino N-terminal, con las enzimas
transaminada y transaminada-reducida, nos permiten concluir que el grupo amino N-
terminal participa desprotonado durante la transicién alostérica. La interaccion por medio
de la cual este grupo une al grupo fosfato de la GlcNAc6P es por puente de hidrogeno. Esta

conclusion se basa en el hecho de que la enzima con el grupo OH-terminal (transaminada

67



Conclusiones

reducida) se comporta como la enzima silvestre desde el punto de vista cinético (Km, keat),
de unién de ligandos y patrén de alostérico de activacion. El grupo amino N-terminal en la
enzima silvestre participa en la estabilizacién del confoérmero T. Esto se demuestra por que
la enzima transaminada presenta una constante alostérica L disminuida en mas de 5 ordenes
de magnitud (del ajuste al modelo MCW). Del analisis de la dependencia de Ia
cooperatividad frente al pH realizado con las diferentes enzimas modificadas quimicamente
junto con la enzima silvestre. Se puede concluir que el grupo amino N-terminal participa
desprotonade a pH optimo de cooperatividad y que la protonacidn de este grupo es

responsable de la pérdida de cooperatividad a pH 6.

Proponemos ademas que el grupo amino N-terminal funciona como un interruptor de dos
posiciones como se ha propuesto con anterioridad para el residuo Tyr254 (26). El
interruptor, constituido por el grupo amino N-terminal, interacciona con el residuo Alal50
en el conformero T estabilizandolo. Mientras que, en el conférmero R interacciona con el
grupo fosfato de la GIcNAc6P participando indirectamente en la fijacion de la tapa del sitio
activo. La alteracién de cualquiera de estos dos interruptores produce enzimas con
comportamiento de tipo mixto K/V, que si bien son capaces de unir al activador alostérico
y, por tanto, de ser activadas alostéricamente, presentan una activacion ineficiente. La
funcion de estos residuos durante la transicion alostérica es fundamental en la transmision

de la sefial a todo el hexamero.
Los residuos Lys160y Argl58.

En la enzima silvestre, en el conférmero R, los residuos Lys160 y Argl58 unen el grupo
fosfato del activador alostérico, mientras que en el estado T ambos interaccionan con el
residuo Glul48 (por puente salino con Lysl60 y puente de hidrogeno con Argl58) (43).
Ambos residuos forman parte de una regién con carga positiva en la zona del sitio
alostérico como consecuencia de la proximidad de diferentes residuos como Arg2, Arg23,
Argl58 y Lys160 entre otros (43). Como se ha demostrado la sustitucion de uno de los dos
residuos por un residuo sin carga (Ala), apolar (Leu) o con la carga opuesta (Glu) es

suficiente para desplazar el equilibrio alostérico en favor del estado R. Las mutantes
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generadas en ambos residuos se comportan cinéticamente como bloqueadas en el
conférmero R, no unen al activador alostérico y presentan transicion alostérica. Estos
resultados nos permiten sefialar la funcion de estos residuos en la enzima. Ambos residuos
con carga positiva y su posicién en la estructura cuaternaria son importantes en el proceso
de reconocimiento y unién del activador alostérico. Esto se concluye por el hecho de que
las mutantes en estas posiciones no unen al activador alostérico y que ain cuando nosotros
afiadimos una carga positiva adicional en cualquiera de las mutantes (por protonacion del
grupo amino-terminal) el sitio alostérico no se reconstituye. Ademas, ambos residuos estan
estabilizando al conférmero T ya que las mutantes presentan el equilibrio alostérico
desplazado hacia el conféormero R. La estabilizacion se da por dos tipos de interacciones
que se eliminan con las mutaciones. Si analizamos las interacciones que tienen los residuos
Lys160 y Argl58 en el conformero T de la enzima silvestre, ambos residuos interaccionan
con el aminoacido Glu en la posicién 148, estabilizando este estado conformacional.
Glui48 es un residuo clave del sitio catalitico y su papel y funcidn han sido analizados a
detalle (50). La eliminacién de cualquiera de las dos cargas del sitio alostérico elimina por
tanto una de las interacciones que estabilizan el estado tenso de la enzima, una interaccion
que afecta la estructura terciaria dentro de cada subunidad. La otra interaccion que
eliminamos con las mutaciones en las posiciones 158 y 160, tiene efecto a nivel de la
estructura cuaternaria de la enzima. Las propiedades electrostaticas en el sitio alostérico son
fundamentales en e! proceso de desencadenamiento de la transicion alostérica de forma
concertada de R a T cuando el sitio alostérico esta vacio. El camulo de cargas positivas en
esta region es una de las interacciones que estabilizan o tensan a la enzima en el estado T.
Este ultimo punto puede comprobarse por los resultados de este trabajo, yva que las
mutantes que se estudiaron tienen el equilibrio desplazado hacia el estado R. Estos
resultados enfatizan la importancia de las interacciones que presentan estos residuos en la
interfase entre las subunidades manteniendo la estructura del estado T, es decir, en la
estabilizacion del conférmero de menor afinidad y de menor catalisis. Este tipo de
comportamiento también ha sido observado en otras enzimas, como la hemoglobina y la
fosfofructocinasa, donde la pérdida de una de las interacciones idnicas de la zona de
contacto entre las subunidades (que estabilizan la estructura cuaternaria) es suficiente para

desplazar el equilibrio en favor del estado R (54).
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En otras enzimas alostéricas se han hecho intentos por obtener formas permanentemente
bloqueadas. Por ¢jemplo en la fosfofructocinasa, se probaron seis diferentes mutantes sitio
especificas de las que solo dos de ellas presentan comportamiento de enzima bloqueada en
el estado T (57). Nuestro trabajo con los residuos del sitio alostérico nos ha permitido
construir diferentes enzimas bloqueadas en el estado R, que si bien presentan una
disminucion en la k., la constante de afinidad K, no es afectada y el activador alostérico
no ejerce ningin cambio en la actividad de estas enzimas. Estas mutantes son
potencialmente utiles para ser utilizadas en experimentos in vivo, asi como para estudiar la
transicion alostérica por construccién de enzimas con estructura cuaternaria hibridas (ver

mas adelante).
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PERSPECTIVAS

Uno de los aportes de este trabajo a nuestro laboratorio es el uso de la cromatografia de
replegamiento. Se ha demostrado que el uso de esta técnica permite regenerar una muestra
completamente inactiva de GlcN6P desaminasa en enzima activa con todos sus parametros
cinéticos normales (53, 58). En este trabajo se ha usado esta técnica con la finalidad de
comprobar que el método de modificacion quimica que se usé es un método suave que no
provoca dafios al plegamiento de nuestra enzima. En esta ocasion se modifico a la enzima
silvestre por transaminacién en condiciones no desnaturalizantes de acuerdo al método
descrito por Dixon y col. (57). En este trabajo se ha demostrado que las mutantes en los
residuos 158 y 160 de una de las caras del sitio alostérico se comportan como enzimas
siempre activas, esto es, congeladas en el estado R. Ademas, también se ha demostrado que
la pérdida de una carga positiva en el sitio, e incluso la adicién de una carga negativa,
produce mutantes incapaces de unir al activador alostérico. Uno de los posibles caminos a
seguir en el estudio de la transicion alostérica en la GlcN6P desaminasa es el uso de estas
mutantes en la construccion de enzimas hibridas por combinacion de subunidades silvestres

y subunidades mutadas.

Existen varios ejemplos del uso de este enfoque. Se puede mencionar la construccion de
una proteasa hibrida constituida por el subdominio amino terminal del factor de
coagulacion Xa y el subdominio carboxilo terminal de la tripsina (59). Un ejemplo mas
claro y apegado a nuestro trabajo es la construccion de hibridos en la lactato
deshidrogenasa (60). En este trabajo se estudid la activacion homotrépica desde
subunidades con actividad de lactato deshidrogenasa con el uso del oxamato (inhibidor
competitivo) a subunidades con actividad de malato deshidrogenasa. Para esta misma
enzima se ha estudiado también la activacién heterotropica con proteinas hibridas (67). En
este sentido los trabajos realizados hasta el momento, consisten en la construccion de las
proteinas iﬁbridas por sobreexpresion de ambas subunidades (silvestre y mutantes) en la
misma célula. Posterior a esto deben purificarse las diferentes especies hibridas. Nosotros
proponemos un nuevo enfoque, que consiste en mezclar a las enzimas ya purificadas, tanto

silvestre como mutantes, desnaturalizarlas y replegarlas por cromatografia de
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replegamiento, para obtener enzimas hibridas. Este enfoque promete ser mucho mas
sencillo, dado que contamos con enzimas puras a homogeneidad a concentraciones tan altas
como 50 mg ml™ y tenemos montada la técnica de cromatografia de replegamiento. Como
primer enfoque sobre el tema, podemos construir hibridos manejando adecuadamente la
proporcidon de enzimas a combinar. Co:ntamos con un conjunto de enzimas mutantes
construidas y estudiadas que nos permitiran estudiar efectos heterotropicos (mutantes en los
residuos 160 y 158, producto de este trabajo) y homotrépicos (mutantes que no unen al
sustrato y mutantes que no catalizan la reaccion). Enzimas hibridas en las que contemos

con una proporcidn 5:1 (silvestre:mutante o viceversa) seran el punto de partida.
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