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Introduccion

Las protcinas son biomoléculas dc gran irnportancia para los proccsos bioquirnicos.

quc ocurren cn cualquier orgamsmo y como talcs dc.scmpcﬁan dlvcmas Funcnoncs cntre las

mds importantes cstin los proccsos conrmcnlcs" el transportc a travc dc‘ mcmbranas la‘

fosfato. (GIcNAC6P) y con un inhibidor

P (GlcN-ol-6P) Ia cnzima presenta dos

muy. cortos: con lo:que. al. final solamcnte contamos con dos cstructuras definidas como
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conférmeros T y R. Dc cstos conféi'mcros se¢ conoce la cstructura gmcias ala diﬁacéic’m de

rayos X dc sus cnstnlc<. quc mucstmn la ttansxcnon cntrc un cqtado y otro; pcro no rcﬂgan

los ‘cambios’ paso paso En cstas transiciones’ ocurrcn_ tina- gran cannda dc rcartcglos":'

cstmcmmlcs. - ﬁmcxovnz’ilycs‘.
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Abreviaturas

ADN Acido desoxiribonucleico
A UC Ultracentrifugacion Analitica
CME Centro dc Masa Espectral

dNTPs Desoxiribonucleotidos Trifosfatados

€ Absortividad molar

EPR Rcsonancia Pararﬁa@ ﬁjc‘a;‘(ylglv“bElc'ctrén

FRET Trmansferencia de Encrglapor i’lt;idrcsccncin en Resonancia

Fru6f Fructosa-6-fosfato

GlecN6P 1)-glucosamina-6-fosfatb

GIlcN6P desaminasa D-gluC0§émina-6;fosfatD dcsz;xminasa

GleNAc N-acetil-p-glucosamina

GIlcNAc6P N-acctil-glucosamina §¥fdsf§t§

GlicN-ol-6P 2-amino-2-dcsoxi-D-gliqu;.‘i}gyl:-:éi—Pt » : ‘7 o

His164Cys Enzima Mutada cn la p‘osic»iékni 164, cambianqd la His silvestre poruna Cys a
partir dc la mutantc dcscistciniz:;dé.’ R B S A ‘

His164Cys-mtbm Enzima Mutada en la posicion 164, cambiando la His silvestre por
una Cys y modificada quimicamente con ¢l monobrqmbbifnano.

ITC Calorimetria de Titulacién Isotérmica

K, Constante de inhibicién
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K¢as Constante catalitica

A Longitud de Onda (cn nm)
mbbm Monobromobimano
mbm Monobimano

mbbm-Cys monobromobim'and'unido"a cisteinas’

RMIN Resonancia Magn tica Nuclcar
PCR Recaccién en Cadena’ de Pohmcrasas

PDB “Protein Data Bank™

Phel74Cys Enzima mutada en la posicién 174; cambiando la Phe silvestre por una Cys

apartir de 1a mutantc descistcinizada.

Phel74Cys-mbm Enzima mutada nla pasiCién'l74 cambiando la ‘Phe silvestre por

una Cysy modificada qu:m amente con c! monobromob:mano
Ser171Cys Enzima mumd A;e osicion 171 cambmndo Ia Ser s:lvcstrc poruna Cys a
partir dc la mutantc dcsctstcxmzada
Ser171Cys-mbm Enzimn,l\f{utada en la pbéicién’ .17'13; éérﬁﬁiéndo la Ser silvestre por
una Cys y modificada quimicaméntc con cli mon’ob‘rromobi‘mz’x'no.

SPR Rcesonancia de Plasma en Superficic

Tm Temperatura media

WT Enzima Silvestre
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1. Marco tedrico

1.1 Generalidades de las proteinas

L.a composiciéon quimica de las protcmas es; rclatwamuntc sencilla: $on pohmcms

lincales compuestos por 20 diferentes ammoacndos cnlazados a travcs dc umoncs
peptidicas. cuya secucencia determina su |dcntxdad quimica y.cn altima:instancia 'su func Sre

(Goodscll, D. 'S,

la cstructura final sc forma con ‘una sola cadcna. de

aminodcidos;a ipo dcproteinas se¢ les denomina monomeéricas. Sin cmbargo muchas,

cn'rcalidad,la,rhéyéﬁa de las proteinas cxisten como oligémeros (Goodscll, 2000). Estas




son el resultado de' 1a interaccién de entre dos o mas cadenas dc amindécidos. quc han

adqun—xdo sus rcspcctwas cstructum tcrcmnas. Dcnt‘ro dc ]as protelnas ohgomcncas las

funcién, cl.primer-paso obligado cs la inspeccién de las bascs de datos de:sccuencia,:para

dctectar alguna otra sccucncia con suficiente parccido. Si sc qhéuéntr@tal_-'sééucn‘cia. de

inmediato podcmos inferir por homologia que la funcién ‘dciﬁnucstra proteina - estd

relacionada (incluso cercanamentce) con la de la proteina detectada.

1.3 Estructura y dindimica dec las proteinas.
La dcterminacién experimental de la posiciéon  relativa dec la  estructura

tridimensional dc las protecinas, requirié ¢l desarrollo y adaptacién dec las técnicas de
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difraccion dce rayos X-a partir de  cristalcs, “cstas rcprcscntacioncs'cstructufalcs pucden

rcalizarse cn unos cuantos mcscs en la actuahdad const:ruycndo un logro c*(t'raordmano. ya

aminodcidos, la estructura tridimensional y sus-diferentes’ funciones.:

1.4 Ingenicria de Proteinas

A partir dcl surgimiento de las técnicas dc.'A‘DN recombinante, hace cerca de 40
afios, sc inicié una recvolucidn cn los enfoques utilizados para cstudiar priacticamente todos
los fenémenos biolégicos, ¢l estudio de las proteinas no fuc la cxcepeién. La posibilidad
creciente de aislar, caracterizar y especialmente modificar gencs, dio origen a formas cada
vecz mas podcerosas y sofisticadas de indagar la relacién entre la secucencia, la estructura y la

funcién de las protecinas mantcnicndo una cstabilidad. Asi mismo, las herramicntas y cl

11
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conocimiento sobrc cstos sistemas han potenciado en gran’ medida, la’ posibilidad "de

utilizarlos 'con ﬁncﬂ tccnologlcm Al h'\blar dc lngcmcna dc protcmas. nos cstamos

refiricndo @ la modlﬁcac an racuo‘nal y utlhtana'dc cstas macromo!cculas c_entralcs en todos

los_;:vpr:oﬂccsos bxologlcos Con’ gran intuicidon: cl qumuco holandcs.l\'luldc fuc quncn;dr_lo

terapias genédticas ¢ inmunotdxicas. Como sc pucdc v15ual|za csta hcn-armcnta cs. de gﬁln

importancia en ¢} ambito cientifico para ci constante avancc. tccnolog1co dc cstc (Jan B van

Bceilen, 2002).

1.5 Reconocimicnto Molecular y Catilisis.
Las cstructuras nativas de las protcinas determinan, que la cadena polipeptidica

presente arrcglos de residuos de aminodcido en posiciones definidas en el espacio

12
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tridimensional, mas atn dcterminadas regiones de la superficic de una proteina que pucden

contener densidades de carga élc‘ctrost:itica;J influenciadas por la estructura completa de.la

ivo: s‘on"'c_arali‘zadns por
cnen;una particularidad

muy notablc: relacionada ‘con cl reconocimiento molécular antes mencionado, la cual cs que

as:cuales, ‘pucden - incluir  intcraccioncs

cdr"r}i),lgarsgnttic,\‘(aﬁbg gmpbsy d'c, l‘alstmbc(:l'ccxﬂas dc“larc'nzima y cl sustrato, sin embargo cstas
cnz:méé *:x"no ,~‘suf.’|:cn', rhodiﬁcacioncvs"qyx;ﬁrﬁicas irrcversibles durante la catdlisis. En las
reaccionces catalizadas por cnzirﬁas “las velocidades de reaccion, asi como los mecanismos
sc ven afcctados por cambio$ en la concentracién, c} pH y la tcmperatura. La cficiencia

catalitica de las enzimas cs cuantificable por la actividad cnzimatica, 1a cual cs representada

13
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cn términos dc la vclocidad a la quc cursa la reaccidn, y cxprcsada cn la keat definida como

cl niimero dc molccuhs dc susrrato convcrtldas cn producto por smo actlvo de cnzxma y

crcmcntc capac:dad pam uhhzar la mformac n . cstructural dc: protei as pata,comprcndcr

también las intcracciones con otras ﬁustancms y- como clcmcmo clavc pam cl dlscno dec-

firmacos con base en una molécula blanco. }

1.6 La regulacién alostérica

Los cambios funcionales quc son la bqsc cstructural dc Ia rcgulacxon alostcnca ‘sc*

dcben a la existencia de conforrncros con. propicdades 1gantcs o catahhcas dlfcrcntcs‘ ¥

que cstan cn cquilibrio cntre si. Las cnzimas alost¢ricas ontrolan muchos proccsos mcdlados

ntercelular: La rcgulac n - dc laspropicdadces dc unidén dc una protcina

alostcnca pucdc scr.descrita como ‘un cthbno cntre dos difcrentes cstados conformacionalcs,

uno con:baja o nula afinidad por cl sustrato definido como cstado T y otro con alta afinidad

por,cl\sustr»ato!lamado cstado R. La transicién dc un conférmero a otro involucra cambios
cstructu!alcs a“nivcl cuatcrnario, lo cual promucve modificacioncs locales cn la estructura
terciaria de los monémeros, dando como resultado que sc alteren las propicdades de unién del

ligando.

14
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La transicién alostérica implica la ‘comunicacién cntre regiones distantes cn la

molécula de ' la enzima, lo que requicre la transmision de sefiales conformacionales dentro

dc¢’eada sublnidad y cntre las subunidades izrxdyacicx'{tcé.”’

1.7 Modelo de cstudio de Ia transicié I6's‘té‘riAcay de¢ 1a GIcN6P desaminasa.

alostcnco N-

ion .' dcl achvador

prcscnta

en yma alostcncq clamca. quc

una cinética
vel atémico para la

rcscntan un arrcglo dc hc'(amcro; 0S idéhi’icos) definidos

como: un dlmcro dc mmcros con un c_;c dec snmcma ‘de orden tre: rcshc'jcs dc orden dos,

pcrpcndlcularcs al c_,c dc orden tres, que adcmas cruzan‘cl’centro de la moldécula. La

15
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estructura presenta un donminio /B abicrto con siete cadenas paralclas tipo 8 en la cavidad
centrai, rodecado por ocho hdélices tipo o, ademds presenta tres cadenas 83 en forma

antiparalcla, entre dos de estas cadenas B plegadas sc encucentra une hdtice e (figura 1).

Figura L. Estructura cristalogrifica de Ja GleN6P desaminasa a partir del archive PDB 1CDS.
A)estructura monémerica, B)estructura dimerica, C)estructura trimerica y D)estructura Hexamerica.

El meccanismo quimico de la reaccién catalizada por la GIcN6/P desaminasa fue
descrito inicialmente por Midelfort y Rasc (1977), analizado cn términos cstructurales por

Oliva'y. ‘ol (1995),: por Montcro-Moréin y col. (2001), por mutagéncsis dirigida y

16




modificaciones quimicas. El siguiente esquema muestra la vision actual del mecanismo de

la enzima (figura. 2).

SOLVENT

El mecanismo de accxén d ; GlcN6P desammasa de E. coli. tiene los siguientes

pasos I. Apertura del amll' de pu‘anosa de la GlcN6P la cual queda umda a la enzima por

su grupo amonio. IL. El carboxnlato del Asp72 sustraec un protén dcl C2 III A la vez que

ocurre el paso II se lleva a cabo la enolizacidén entre C1 y C2 del aminoazucar (formacton

de un cis-enol-amonio). IV. El protén del residuo 72 se transfiere ‘al ‘éé\qmo dé 'okigcno del
carbonilo en el Cl. V. Una molécula de agua rcacciona con cl cnlacé mr (C1=C2) decl
intermediario ¢is —enolamonio. VI. La carbinolamina formada en el paso anterior pierde el
proton del atomo de oxigeno en C2 (hacia ¢l carboxilato de D72).VII. El intermediario cs
sumamente inestable y mediante un mecanismo concertado, ¢l alcoxido formado oxida a

C2 para formar un carbonilo ceténico y liberar amoniaco.

17




1.8 Interaccioncs intramolcculares cn protcinas

Las superficies de las proteinas juegan un papel clave cn su funcién biolégica.

interacciones proteicas es que muchos-ligandos deben ‘com

moléculas en-la superficie . de: Iz

ejeinp!b' NMR (Nuéléar 'Magﬁgtic ‘Resonance), SPR (surface. plﬁsrﬁon Vrrcs“onzi'né'c).,:. AUC
(Anélytical ultracentrifugation) acoplado a un dctector éptico,: ITC (Is'q'thvcnnéil f,T'ifraticin—

Calorimetry) y fluorescencia (intensidad o anisotropia), (Blow, D.M. 1992).

1.9 Espcectroscopia dc fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia s¢ fundamenta en que una molécula excitada
electronicamente puede perder su energia de excitacién y volver al estado inicial de varias
maneras como las transiciones radiativas y no radiativas. En cste caso nos referiremos

cxclusivamente a las radiativas, que son las que corresponden al fenémeno de

18




fluorescencia. Dichb en otras paiabras la encrgia dc los fotones absorbidos son cmitidos

como ﬂuorcsccncna cuando se producc una transnc:én radlanva (Lakow:cz J. R 1999)

La'ﬂuorescencm en protemas ticne una gran scns:blhdad pucsto quc cely Iimltc de

locales'y. proveer. mformac 6n

pueden separar la forma ‘global a partir de'los;movimiento

sobre dc la csthulometna“de lo. complc_)os a concentracioncs micromolares que pucdcn scr -

utlhzados para anahzar curvas de ntulac:én a ba_,as concentracnoncs. Una ventaja adlcxonal

de’ la tccmca de fluorescencia es que puedcn ser complementarias a los cxperimentos

cmetlcos asi como el estudio de las intcracciones in situ ¢ in vivo (Edward M. Kosower

1986).

1.10 Introduccién de sondas fluorescentes y paramagnéticas como una técnica
alternativa al estudio de la movilidad o flexibilidad en proteinas.

La fluorescencia es ideal para cstudios rclacionando la cstructura y la funcién de
proteinas, debido a los cambios de los parametros cspectrales de los fluoréforos de acuerdo
con la accesibilidad al solvente, cambios en la polaridad de medio, o su movilidad
(Lakowicz, 1999). Sin cmbargo, no sicmpre sc¢ cncucntra ¢l fluoréforo en la regién de
interés (triptofano), este problema ha sido resuelto por el uso de técnicas de mutagénesis
dirigida combinada con la modificacién quimica, (introduccién de sondas por marcajes

especificos) Bergstrom, F. 1999, La ventaja es quec ambas técnicas se cncucntran bastante
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difundidas y los costos son baJos con rcspccto ala cnstalograt‘a yla RN[N otra ventaja con

las sondas ﬂuoresccntes es’ la selecmén dc ﬂuoroforos con tlcmpo de vuda mayores al grupo

mdo] de los‘ tn

seﬁalado's;p'_eﬂnnitié evidenciar la estructurasec qu¢ concuerdan

con la estructura cristalogréfica (Mansoor, 1999)."

De manera similar ha sido desarrollada la técm'c‘a‘ de inrraduéci&n dc sondas
paramagnéticas a través de modificacién quimica de residuos de cisteina, creados por
mutagénesis dirigida. Este tipo de estudios ha permitido dcterminar la distancia entre dos
residuos (~20 A), los patrones de movimiento entre dominios de una proteina o generar la
topologia de proteinas de membrana (Hubcll, 2000). El resultado mas cspectacular fuc la
generacién de la estructura tridimensional de una proteina integral de membrana, el canal

de potasio concordando con la estructura obtenida por la técnica de difracciéon de rayos X,
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esta técnica permitié medir distancias moleculares de la boca del canal de postasio durante

la apertura y cierre en solucién (Linda Columbus. 2002).

1.11 Introduccién de sondas fluorcscentes.
Los métodos dc marcaje de proteinas en sitibs éspccfficos ayudan a‘cstudiarla

estructura y la dindmica de las proteinas, este metodo esta basado en'la mtroduccxon dcv

residuos dc cisteinas en regiones definidas. de una protcn a-a’los’ cualcs”se lcs unen los

sensores fluorescentes con los que se obnenc mforrnact nlocal, dctcrmmando camblos

conformac:onales en las protcmas e mfnendo propledadcs de’las’ mlsma (H bell w. L

derivados presentan un grupo nolsulfonato en su cstructura por 1o’ quc son cspccnt‘ cos y

altamente reactivos a los grupos sulfihidrilo de las cisteinas con rcspccto a los demas
grupos funcionales de los aminodcidos. Por lo que la introduccién de un residuo de cisteina
con técnicas de genética molécular o bien usando las cistcinas presentes cn la protcina se

pucden introducir sondas de manecra sclectiva, este proceso se esquematiza a continuacién:




. ———
PROTEINA-SH + H3C CHs HaC

“Br- PROTEINA-S

Si el grupo:SH esta expuecsto al disolvente, cs altamcnte,rcacti#b'con la sonda

fluorescente mbbm, el cual termina unido covalentemente a la cnzima:




2. Planteamiento del problema

Desarrollar un método de marcaje cn sitios cspuc:fcos con sondas ﬂuoresccntcs

camblos conformacxonales mducxdos por Ia union de hgnndos (z\chvador c nhlbldor) cn

soluclon y con cllo poder mfcrlr propledades de esta enzima rclac:onando su cstructura, su

dindmica y su funcidén.

3. Objetivo
El objetivo general es dcsan"ollar‘ un:mcétodo de rﬁarcajé ‘on sitios cspecifico de'la

Glucosamina 6-fosfato desaminasa de E.:coli, . .con-la combinacién de técnicas de mutacién

dirigida y modificacién quimica; .
Planteando los SIgmentes Ob_]ethOS pamcu]arCS'
1. Reahzar mutacnones en zonas especnﬁcas de la Glucosamina 6- fosfato desaminasa
de E. coli.

2. Caracterizar las mutantes cinéticamentc.

23

COH

ARIGTN




3. Modificar y caracterizar las mutantes marcadas quimicamente con cl fluoroforo

mbbm.

4. Determinar - fluorométricamente los cambios  conformacionales, con los ligandos *

(activador e inhibidor competitivo).

4. Hipotesis

Al marcar la enzima Glucosamma 6 fosfato desaminasa dc E coli. cn sitios
especificos con ¢l fluordforo y al mteracc:onar con los dlfcrcntcs hgandos cn un" amblcnte'
dindmico, se podra relacxonar y dctallnr estructuralmc'lte la: propagacton de los camblos

conformacionales inducidos’ por Ia unién de los ligandos.

24
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5. Materiales y métodos

5.1 Materiales

5.1.1 Materiales quimicos
La mayoria de las sustancias qu1m1cas Fueron comcmdas a partlr de Slgma—Aldnch
S.A de C.V., México. El activador alostenco GIcNAcGP ﬁxc prcparado por accnlac:én de

la GIcN6P con anhidrido acético y se punfco por cromatogrnﬁa dc lntcrcamblo lomco

como lo describe Rogers y col. 1988

El inhibidéi‘cémbeﬁﬁ\r 2-aming eso'u D-gluc:tol 6- fosfato (GlcN—ol 6P) fue

smtenzado por io y sc punf'co por

cromatogmt"a de lntercamblo idnico (Dowcx 50) dc acucrdo a los trabaJos dc Rogcrs y col.
1988. o L '
El modificador quimico ﬂuoresccntc monobromobxmano fuc obtcmdo de la

compaiiia Toronto Chemical Reseaarch Inc. (Toronto. Canada)

5.1.2 Materiales biolégicos
5.1.2.1 Cepa bacteriana

La cepa de la bacteria Escherichia coll. cmplcada para’ la cxprcston dc protcma fuc
IBPC590 la cual amablemente fuc obscqulada por la Dra Jacquclme Plumbndge del
Instituto de Biologia Fisicoquimica de Paris, Francia. Esta cepa fuc dcnvada dec la M 101,
en donde se elimind el gene nagB (gene de la Glucosamina 6-fosfato desaminasa) por
insercidon de un casete de resistencia a la kanamicina (Myriam M. Altamirando, 1991). Otra

caracteristica importantc ¢s quc csta ccpa presenta un genotipo Alac (gene lac, genera la
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proteina inhibidora que se unc a la regién promotora) por lo que la expresion de la proteina

cs constitutiva

Para los ensayos de mutagenesns dmglda transformacién bactcriana y punFcacnon )

de ADN asn como la sccucncna lO‘ dcl ADN se utilizaron las cepas de E. coli: XL-I ‘Blue

(Stratagene Callfomxa USA) y JMlOl respccnvamcntc

5.1.2.2 Plismidos

Se utilizé el vector pTZlSR “donde sc inscné"uri,ﬁﬁgmdnto dc ADN quc‘co,ntienc :

una copia dcl gen nag }

quc fueron rcmplaza

conserva: las >arac te : sﬂvcstre. La crecacion de la triple mutante

se Ilevé a cabo de manera. secuencnal los oligbhucleovndos mutagemcos fueron:
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FC118S!
5'-GAC GCC GAG AGC CGC CAG TAT-3’ TM?=70.1

RC118S!

5'-ATA CTG GCG GCT CTC GGC GTC 3' ™ ;70.1

Para crear la mutante: cysl 185er

oligonucleétido:
F_C228S

R_C228SR’:
5°-G CAG

28scr, cys239ser.

te cys118scr, cys2

AAC G—3 . TM,=63.1

5°-TAT CAA AGA AAC GGC, AGT TTG CGA C-—3' TM =66.8

! ¥ denota el oligo cn dircccion 5%-3° y el R denota el oligo en 3'-5' con respecto al marco de lectura

2 Temperatura media




cysl18ser, cys228ser, cys239ser, phel74cys

F174CF

5'-AAC TCT CGT TTC TGT GAT AAC GAT G-3° TMG61.3
F174CR . I
5'-CGT TAT CAC AGA AACGAG GTT TGC-3" TM 62.94

| TESIS com
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5.2 Métodos

.2.1 Sintesis de 1a matriz de afinidad

La matriz de afinidad de N—6-amino-n-hexanoi|-ngluéosaniiﬁa'-é-t; sfatc a’g'a‘roééi,s’e: i

NaCl 0.1 M.

5.2.2 Sintesis de GIcNAc6P

La N-acetilglucosamina 6-fosfnto .(GI;NAC&)?)":SC" ‘hsintét;iz‘él a: pumr 3 dc ‘la. D=

glucosamina-6-fosfato (GIcN6/P) sal dc sodlo. s ¢ d 'e a y se resuspend:o
en 18 mL de agua, se le adicionaron 400mg dc b:carbonatc; dc sodxo (NaH>CO3)
manteniendo la reaccion en frio, agitada y a un pH entrc 6 y 7. posteriormecnte se le
adicionaron 640Ul de anhidrido acético (CH3;OCOCOCHs;), controlando el pHentre 6 y 7

con hidroxido de potasio 1N (KOH) hasta estabilizarlo, se d¢jé rcaccionar durante 12 horas

aproximadamente, después sc acidificéd y se pasé por la columna Dowex SOWX4-200 la

28



cual se cluyé con agua la elucién - se siguic') colorimétricamente con cl siguicntc

proccdlmxento se col caron 100 p.L dc una solumon dc borato dc potas:o (rcallzada partlr

544f1h1, ; postcnomente se

hoﬁllzadora VY se resuspendlé con agua en.un

se neutralizé con hidréxido de potas:o 10 N aun pH de 7.7 _y por ultlmo se hof'hzo

5.2.3 Sintesis de GIcN-0l-6P

El 2-amino-2-desoxi-D-glucitol-6-P (GIcN-01-6P) ‘fue sihtcﬁi_a _al pamrde D-

giucosamina-6-fosfato (GIcN6P) sal de sodio y borohidruro de sodio (NaBH.) como # géhte
reductor. Se disolvieron 250mg de D-glucosamina—s-fosfato ‘bn;,lOT:m d ’

agregaron 75.mg.de borohidruro de sodio de férma Icntadixfz’ih‘t:e'

reaccmn en ﬁ'no. agitando y 'en un rango de pH 8- 9 (con écxdo a

e liofilizé con una liofilizadora y centrifuga de vacio

del npo Spged ‘Vac ,'Sa:v,ant SC10:.
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5§.2.4 Mutaciones
La mutagénesis sc realizé ut:hzando Ia enzxma Pfu pohmcra:.a se adlclono los
desoxiribonucleotidos tnfosfatados (dNTPs) mas MgClv de acucrdo al protocolo

proporcionado por la compaﬁla St‘ratagcnc Una vez gcncrado cl ADN mutagenlco. se

digirié el plasmido original (no mutagemco) cn prescnct‘ enz:ma dc rcstnccxon DpnI

que reconoce al ADN mctx]ado provcmente de la bactena

El programa del termociclador usado se describe a continuacién:

Proceso Temp(°C) / tiempo Ciclos "
Desnaturalizacion 95/ 1.5 min 1
Desnaturalizacion 95/ 1 min 25
Hibridacion 50/ 1 min 25%*
Polimerizacién 68 / 10 min Ti2sw

Extensién final oo o0 68710 min.. 1

producto P R-en cclulas competentcs cpmunan XLI ‘blue de acuerdo a las instrucciones
del- fabncante Postenon'nente los plasmxdos rcsultantcs se: secucnciaron para verificar la

mutacion.
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5.2.8 Transformacién

El vector que lleva la enzima mutantc se utxhzo para la transformac:on de una cepa

de E. coli IBPC590 “por elcctroporacton unl zand el clec voporadorlgene pulser ll

(BIORAD). La»b‘ € st ; ic i J r 5 on capacntgqclla

Flswlogla Celular con’un equlpo ABI PRISM 310 Genctlc Analyzcr de Pcrkm Elmcr.

confirmando asi la mutacidn. . - w

5.2.6 Expresion de 1a cnzima recombinante en E. coli

Se inoculan tubos de 10 mL de medio Luria-Bertani (LB)? contcnicndo'ampicilina
(50 pug mL™), y se incubé a 37°C en una agitadora orbital a 200 rpm durante 12 horas.
Posteriormente se utilizé este cultivo para inocular matraces Erlen-Meyer con 200 mL del

mismo medio y se cultivo en las mismas condiciones durante 4 horas. Este cultivo se utilizd

2 Estc,medio‘conu'cne triptona 10g/L, NaCl 10g/1 y extracto de icvadura S5g/L. se ajusta cl pH a 7.0 con NaOH
0.1N.y HCI O.1N.
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para inocular matraces Erlen-Meyer de 2 L contenicndo 1 L del mismo medio y se cultivé a

30°C durante 8 horas a 250 rpm hasta obtcner una densidad éptica a S50 nm mayora 1.

5.2.7 Purificacién de la Glucosamina 6- fosfato desaminasa

Las células se centrifugaron a 25,000g durante 10 minutos a 4°C y se lavafon con
250 mL de KC! 0.15M en frio y se centrifugaron en las mismas condiciones,; se elimind el
sobrenadante. El precipitado celular se lavé y resuspendidé en un amortiguador Tris 50 mM

pH 7.5, EDTA 10 mM a 4°C las celulas se rompleron por sonicacién a 4 °C, utlllzando un

contiene la enzima de interés.

Posteriormcnté s

bajo las mismas condiciones.

El siguiente paso de purificacién se 1levo a cabo. a través de un métbdo de
cromatografia de afinidad, es decir se hace pasar la proteina por una columna cromatografia
la cual contiene un material (agarosa-acido 6-amino-n-hexanoico) que tiene unidas
moléculas de GIcN6P (D-glucosamina-6-fosfato) por ¢l grupo amino, de mancra que se¢

asemejan al activador alostérico (GIcNAc6P ligando de la enzima) y esto hace que la
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GIcN6P desaminasa se una al hgando mmovthzandola dec mancra especifica. La columna

cs lavada de protemas quc no mteractuan con.cl llgando (con cl amomguador Tris SOmM

ghcerol (v/v) a -20 _(por»un mayor tiempo.
Sc determmo la concentracion de'la enz:ma a’ pamr de su absorcxon molar que es
de . €330= 202000 L cm™ mol! (Calcagno, 1984),~ut1hzando un'cspccﬁofotémctro uv-

Visible Cary 400 Varian. Australia.

5.2.8 Modificaciéon quimica

La modificaciéon quimica de las mutantcs sc rcahzo utlhzando un. etccso molar ‘de

10X de ¢l mbbm (marcador ﬂuoresccnte), a pamr de una solumon ,v 1adrc prcparada en

’ od'ﬁuac:on se llcvo a cabo colocando la

acctonitrilo (concentracxon entre 50-200mM) "la

cantidad correspondlente del 'f’mbb H otem qu ¥ se encuentra en amortxguador Tris

HCI1 50 mM a’ pH”7 s y <mantemcndo a 4°C dumntc 12 horas protcgida de la luz.

'llmlno, el exceso de mbbm que no reacciond, con lavados utilizando

tubos ' Amicon® Ulrra—4 PL-10, con un corte de pcso molecular de 10,000 Da dc la

compaii a'V}MILL'IP'ORE; y se obtuvo la eficiencia de la modificacién determinado la
coﬁbq‘ﬁméiéﬁ'del mbbm a partir de su absortividad molar dec £330= 5000 L cm™' mol!

( Steven E. Mansoor, 2002).
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5.2.9 Determinaciéon de 1a velocidad enzimatica

La determinacién de actividad en velocidades iniciales de la enzima se realizé en la

direccién de la formacién de Fru6P en una meczcla de rcaccion; d [T ‘quc. contiene.

activador y de sustrato. La reaccidn se inicié por la ‘adicion. d
incubd a 30°C. La'rca

HCIl 10 ML

5.2.10 Ajuste cinético

Fueron analizados por regresién no linear utilizando cl programa: Origin (MicroCal
Software, Inc., Northampton, MA). Aj\;;stando los datos con lkaskccAuacion'es de Michaelbis-

Menten y Hill.

Funcién de Michaelis-Menten Funcién de Hill.
L
=1 A Ecuacién 1 W= —u‘\ - Ecuacién 2
- ,( N . k. + "..1 C on =
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La ccuacién 1 corresponde a una funcién hiperbdlica rectangular, la cual describe cl
proceso de unidén del substrato a la enzima, mas la constante de vclocndad de formacion del

producto, la ecuacién 1 es similar a la ecuacién de Hill solamcntc varia Ia clnmmacnon del

parametro n (/).

5.2.11 Fluorescencia Extrinscca

Las mediciones de fluorescencia extrmseca se rcahzaron en un cspcctroﬂuorometro

ISS PC1 (ISS Inc., Champaign, IL). La tcmpcratura e la ccldas se'mantuvo a; 25°C

+ 0.1° C, 1a longitud de onda (l) de la qu d e

3 ﬁmlamoncs con: los dlfcrcntcs ligandos para

fue de 510 ul en todos los casos. El centro de masa

espectral (CME) se’ calculé e’ Odeatos de intensidad (1) obtcnidos a diferentes longitudes
de onda (), usando la sngq:qgtg ecuacxén: CME= ZAL/ZI,.

Los datos fueron pféécsédos con el programa Origin (MicroCal Software, Inc.,

Northampton., MA) a partir de archivos en formato tipo ASCIT obtenidos directamente del

espectrofluorémetro.
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6. Resultados y Discusion

6.1 Comportamiento cinético

6.1.2 Enzima silvestre

vos (vér marco teérico)

La enzima GlcN6-P desaminasa presenta efectos © o;.icrat

que sc observan en la forma de la velocidad de al,?adiéionar diferentes

T T
4 6 8 10

GIcN6P (mM)

Figura 3. Comportamiento cinético de la GIcN6-P desaminasa silvestre. 77

1mM activador

Condicién: OmM activador Condicién:
Modelo: Hill Modeclo: M M
Vimax 0.785 uM 5™ ko, 13093 st Voemax 0t Amn i 20,8210 uM ST Keme 13683 57!
Kos 3.614 mM Ko Sl 1.356 mM
h 2.473 ‘
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La forma silvestre de la enzima prescenta un comportamicnto homotrépico positivo

con - respecto “al: substrato en” ausencia del ‘activador '(Fi‘gura‘B).y a“su’ vez SC presenta un

hi pérbélféo

iniciales - e

un / de 2.4 cl cual'se tomard como basc para comparaciones posteriores con respecto a la
cooperatividad.”
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6.1.3 Enzima descistcinizada

ENZIMA DESCISTEINADA

V(Ms")

L T T T
] 2 4 6 . 8 o710 12 14 ; 16
GlcNGPV(mM)

Figura 4. Comportamiento clnéﬁco de ln GlcNGP dt.sumlnasu descisteinizada (Cysit ISSLr,
Cys228Ser,Cys239Ser). :

Condicién: OmM activador Cnndu:mn. lm.\d ucuvndor

Modelo: Hill R B ey D .
Verax 1,103 pM 5™ kg, 712823 87 Vinax 1.182 ;L.‘\i 7 Kear . 132.10 8"
Kos 9.790 mM - T R Knm 0.336 mM. R

2.364

sulfihidrilo que es cl. mds reactivo cn las proteinas), por tal moti'vq'la

estas: deben -ser substituidas por otro aminodcido sin que afecte

cons_ide'rable'tijle'_ntc as propicdades cinéticas del sistcma, cn ¢ste caso fucron sustituidas por

* Cys118, Cys219, Cys228y Cys239
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scrinas, a excepcién de la Cy§219 que es critica bnra la cstabilidad de la enzima (datos no

mostrados) ‘ademas, esta’ posicién ‘no interfiere en’el. marcaje cspecifico por..no: estar

mtemcclon de el activador.

6.1.4 Mutante His164Cys-mbm

La mutante Hisl64Cys-mbm sc¢ crcd a pamr dela Vmutantc‘dcsmstclmzada v

disminucién de alrededor del 80% cn},, quap

dcscnstcimzada sm cmbargo las “Ko "y

modlt‘cada ya quxmlcamente mucst'ra un hgcro aumento de 4 de 2.36 a una 4 dc 2 85 Con
los parametros anteriores la mutante His164Cys-mbm, s¢ observa quec la modlﬁcacnon
quimica no inactiva a la enzima y con lo cual ¢s posible monitorcarla a  través de

experimentos de fluorescencia con ¢l mbm unido.
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His164Cys-mbm

0.7']
0.6 - ° /,.,/-——-‘0 b L)
- /,/A
0.5 - -
J [ ] -
1“ ///
— 0.4 1 :/ //—
e le P
= o3| -
= 1
0.2 - -‘ - )
1! - = '0OmM:-activador
0.1} SN
H - ‘ e ImM activador..
O-o"._!‘;r ] AN T v 1 v T - 5L T T
o 2 4 6 '8 S0 2 T T4 18

GIcN-6P (mM)-

Figura 10. Comportamiento cinético de la mutante His164Cys-mbm

Condicién: OmM activador Condicién: 1mM activador:
Modelo: Michaclis-A

Modeclo: Hill

Viax - 0456 uM s*% Ky 16.86 57! Ve S0.634pM st Tk - 2113 87
Kos ' i 6324 mM K 0.357mM - :

A 2.858 :

A continuacién se muestran las propicdades fisicoquimicas y. fluorescentes del
mbbm que utilizaremos como sensor para analizar las interacciones de la enzima con sus

ligandos.
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6.2 Propiedades de la sonda fluorescente monobromobimano.
6.2.1 Espcctros de absorcién y emision de fluorescencia

El espectro de absorcion del mbbm muestra dos miximos de absorcion a longitudes
de onda maxima (A) de 246nom y 398nm (figura Sa), la A de 398nm es la més'apropiada

para el disefio experimental de fluorescencia, ya que a esta A no interficre .:cdnr-la’

fluorescencia intrinseca de 1a enzima (fluorescencia intrinscca a partir de'lo

triptofanos, tirosinas y fenila

unido a proteinas

Abs :
BB 348 8BRS

Fluorescencia Relativa (.a.)

b)

Figura S.Espectros de b bi [ tracion 73.2uM). A) Absorcion y B) Fluorescencia
Aen=38Inm y A.,,~$00-600nm.
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El mbbm es un compuesto de aspcéto ligcramente amarillo, cstable al ambiente,

fotosensible, por lo que ¢l compucsto'una’ vez preparado o cuando csta’unido a’la proteina

M. Kosower,

al:solvente e

las- concentraciones ‘de p rotefné' modificada para ,rmba'ai son - del O-I dcn dCV M, i]l:) c uc
pcrmitc reducir “costos™ comparado con otras técnicas como RMN o EPR, quc son otras

técnicas que permiten obtener informacién estructural de proteinas en solucion.

6.2.2 Mbmisteina en diferentes ambientes de polaridad relativa

El mbbm cn solucién prescnta efcctos espectroscOpicos variables (fluorcscentes)
atribuidos principalmente a la gcometria del compuesto, presenta -dos  isémeros
conformacionales generados por la flexibilidad cntre los dos anillos de’cinco mi‘ckmbkrésk

unidos por los dos nitrégenos (Kosower y col, 1986). Para  evitar: bfﬁp>'ﬁémi¢ngos

los diferentes ambientes de polaridad relativa.



100 4

3_em)

MEETRER]

tre hiFamtxiating )
pure KICUL
AN

Intensidad de Fluorescencia (u.a.)

Figura 6. Espectro de fluorescencia del mbm-—cys cn diferentes ambicntes de polaridad relativa (mezclas
binarias de 0% a 100% de dioxano) A.,=381nm y A,,,=300 2 600nm.

Para lograr un aumento cn la polaridad del medio sc realizaron mezclas binarias de
amortiguador Tris S0mM pH=7.5 y dioxano obtenicndo asi diferentes polaridadces.

El mbbm una vez que ha recaccionado con las cisteinas libres mucestra una tendencia
en dos efectos muy marcados, el aumento en la intensidad de fluorescencia (m=-31.71), y el
comrimiento en el centro de masas espectral (CME) hacia menorcs A al disminuir la
polaridad del medio. Estos efectos muestran una tendencia lineal tanto en el corrimiento del
CME como cn cl aumento de la intensidad de fluorcscencia (figuras 6a y 6b), cste
fenémeno mostrado por parte del mbbm, es de gran importancia para ¢l propésito dc scnsar
los cambios que ocurren cn una protcina, ya que los pequefios arreglos conformacionales
que llevan a cabo las proteinas ocasionan que cl microambiente en una zona cspccifica sea

mas o mecnos polar.

43




6.2.3 Mutantc His164Cys-mbm en diferentes ambicntes de polaridad rclativa

His184Cys-mbm E
- N 10% .
100 g - 20%

] = ——230%
= 90 - \ - ——40%
2 804 - a™ — i 50%
« 1 —v—60%
2 704 - 70%
a3 b - —-—80%
[=4 38w
g 60 §,, — —90%
S so04 i —e—100%
e 4 -

@ 40 ~ b)

s 4

B 30

2 4

2 204

2 4 .
£ 404

o - T L T 1
400 450 500 550 800
nm
Figura 7. Espectros de fluor ia de la ¢ His164Cys-mbm cn diferentes ambientes de

polaridad relativa (mezclas binarias de 0% a 100% dc¢ dioxano), A,.,=381nm y A.n=400-600nm.
La sonda fluorescente: (mbm) ticne un. comportamicnto caracteristico importantc

unido a la proteina bastante estable (no'p escnta los cfectos gcométricos ya mencionados) y

es altamente. sensible. (mostrando un réndmfn o cudntico aproximadamente 400 vcces

mayor, AE Radkowsky, 1986), con l’c; anterior sc asegura quc la sonda cfectivamente sc
encuentra unida a la proteina.

Los espectros de fluorescencia de la mutante His164Cys-mbm presentan un
aumento en la intensidad de fluorescencia con una pendiente de -64.7 (figura 7b), ¥y un
corrimiento en el CME (figura 7a) en diferentes ambicntes de polaridad rclativa, es decir se

hicicron meczclas binarias dioxano:amortiguador quc mostraron un patrén muy similar al

del mbm-cys. Un dato significativo es que la pendiente de la intensidad fluorescente es el

a4




doble en comparacién con ¢! mbm unido a cisteina - por lo tanto este dato también rcflgja

sensibilidad mayor del mbm unido a la pi-éteina.
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6.3 Mutante His164Cys-mbm

Figura 8. S Mutante His164Cys (conformero T). En ia parte central sc ob va Ia icion de la
en dos monomero, en la parte izquierda s¢ muestra la superficic cn una vista fatcral y en la parte

dcrecha se presenta el ambiente por parte de los inodcidos circunveci

‘Tabla 1. Area superficial accesible a solvente®.

Mutantc Conférmero T (A%?)  Conférmero R (A?)  Diferencia T-R (A%)
His164Cys 137.66 114.74 22.92

En la figura 8 se muestra la regidn en la cual se llevdé a cabo el marcaje de la
enzima, esta posicién cuecnta con un drea accesible al solvente de 137.66 A% cn cl
conférmero T, (estado en ¢l que se lleva a cabo 1la modificacion quimica) y una distancia dc
27.94 A cntre los residuos mas cercanos de cada monémcro, quc cs una distancia
considecrable para quc puedan intcraccionar cntre ellos. Con la introducciéon dc la sonda
fluorescente se pucdc scnsar los cambios dc drca accesible al solvente entre los dos
conformeros de la enzima (conférmero T y R), aprovechando la gran sensibilidad del mbm
a los cambios de ambicnte, con esta informacién y con datos de drea accesible al solvente,
estructurales y cinéticos sc pueden rclacionar con la transicion entre los conférmeros T y R

que presenta la enzima GIcN6P decsaminasa.

s Imagencs realizados con cl programa PyMOL is Copyright 1998-2003 by Warren L. Dcl.ano of
DeLano Scientific, San Carlos, CA, USA.
¢ Calculos realizados con el programa GETAREA 1.1 a partir de las estructuras cristalografica 1HOT.pdb

y LHOR.pdb.
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En la posicion 164 los aminodcidos quc sc encucntran dircctamente intcraccionando

con el mbbm a un radio de S A se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Aminodcidos de la iciom 164 2 un radiodc S A.

Leu-162 Lcu-162

Thr -163 Thr-163
Asp-165* Asp-165*
Thr-166 Thr-166
Arg-167 Arg-167
Val-168 Val-168
Ala-169
Val-178
- inodcidos que tr cn clectrones

En esta posicion solamente ¢l dcido aspartico sc encuentra cntrec los aminoicidos
que transficren clectrones y que pudicran ocasionar un cfecto dec apagamiento (Yu Chen,

1998), cs importantc notar que cl conférmero T tiene interaccionando dos aminoacidos méas

(Ala 169 y Val 178).

6.3.1 Apagamicnto de la fluerescencia

El cfecto del apagamicnto de la fluorescencia con el K1 en esta mutantc muestra un

proceso bifisico de apagamicnto, en el cual cn u'na rimcra fasc cste cfecto es mas notorio

con una pendiente de -153.80 y en una segunda con una pcndlentc de -11.29 (figura 9a). De

mancra general sc reflgja la mtcraccnén enrrc cl sensory cl KI con lo que sc mucstra que cl

mbm sc encuentra cn una posncnén acce ble al solvcntc ¥y con un patrén dc apagamicnto

dcﬁmdo por estas dos fases de apagamlcnto. Estc cambio cn pendiente mucstra, que cl

proccso dc ap gamlento se puedcn rclacionarse con la pequciia asimetria que presenta la

estructura cnstalograﬁca en’la cual tres de las posiciones mutadas en cada monémero

prcsentan contactos mfcrcntcs con respecto a los otros tres restantes.
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Figura 9. Espectros de fluorescencia de 1a mutante His164Cys-mbm titukindola con KI (apagamiento)
Aa=381nm y A,,,=3$00-600nm.

En ¢l apagamiento de los fluoréforos naturales de. las proteinas  interviencn
diferentes factores entre los cuales podemos mencionar el apagamiento por intcraccién
directa con el solvente, por transfercncia de protones y clectroncs. por parte. de los

aminodcidos dc las cadcnas laterales (Yu Chen, 1998).

6.3.2 Cinética a difercntes concentraciones dc activador

La cindtica de la mutante His164Cys-mbm con dlfcrentcs conccntracxones de
activador, son ajustadas tanto a la ecuacién de Hill como a lade Mlchachs-Mentcn scgun cl
comportamicnto mas adecuado que muestran los resultados, ‘en este _caso las cuatro

concentraciones mids bajas son ajustadas a la ecuacién de Hill con una ¢ ,dbe 0.978 .y las
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ultimas concentraciones (mds altas) son ajustadas a la ecuacién de Michaclis-Menten con

una r* de 0.990.

0.50 His164Cys-mbm

0.45
0.40
0.35
0.30 -
‘v 0.25 -
- J
= 0.20
= U207
15 -

0.15 = 0.000mM

®  0.025mM

0.10 ~ A 0.100mM-

v 0.150mM:

0.05 1 e 71.000mM

o] 2 4 6 8 10 12770
GIcN6P (mM)

Figura 11. Comportamiento cinético de l1a mutante His164Cys-mbm a dlfcrcntcs conccntrncioncs de
activador. :

Modelo: Hill
Condicién: O m.\d activador
Virax i A 0300 uM 5! Kear 10.00 57!
K‘,_, B 5 '5.875 mM Condicién: 0. lSmM ncuvador

. o 2.642 Vinax : 0.322 uM 5" Ko - 10.73 5"
Cunchcxén- O O’S mM activador Kos 2.980 mM
Vs 0.310 uM 5™'  Kege 10.33 5! h 1.943
Ko s : 4.810 mM

2.900 Modelo: Michaelis—\

Cundxclén. 0.1mM activador Condicién: 1.0 mM activador
Ve 0.313 pM s kg 10.43 377 Virsx 0471 uM s’ ko, 15.70 s
Ko 3.726 mM Kun 0.864 mM

2.103
Los parametros cinéticos nos muestran de mancra gencral el efecto que produce el

activador a la cnzima, en cuanto a su actividad manifestada por su ke, 1a cual se incrementa

al aumenta la concentracién del activador desde una ke, de 10 a 15.70 s™', sin cmbargo cste
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pardmetros no e€s el mas representativo del cfecto que lleva a cabo cl activador; pero si lo

son las Ko.s y las Km donde se observa que al aumentar las conccnrrac:ones de actwador

cstas dlsmlnuyen de manera importante, lo que indica que Ia at'mdad del"'substrato se

incremecnta de mancra considerable y por lo tanto se vislumbra quc el actwador favorece el

conférmero mas activo (conférmero R).

6.3.3 Titulacién con activador en fluorcscencia

) His164Cys mbbm

100

A

i

H, {ua)en
»

ays = IR

GIcNAcGP (mMm)

0.000mM
0.399mM
0.786mM
1.192mM
1.587mM
1.980mMm
2.761mM
3.536mM
3.921mM

Intensidad de Fluorescencia (u.a.)
Aedaden

4

T T T T
500 520 540 560

Figura 12. Espectros de fluor ia de la Hist64Cys-mbm activador 2.,=381nm y A..,=3$00-
600nm.

En la titulaciéon de la mutante His164Cys-mbm con el activador s¢ observa un
aumento cn la intensidad fluorescente con un CME constante, c¢ste comportamiento en los

espectros refleja un cambio en el microambiente por parte de la posicién 164 y como
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consccucncia -también un cambio en la cnzima, comprobindosc cl cfecto mostrado

cinéticamentc.

Este fenomeno lo podemos correlac:onar estructuralmentc g-racms ‘a quc se cuenta

se lleva a cabo, donde se observa que cstc cambio ¢s mayor a

cotiformhc:onal QU

conccntrac:oncs mmlma lo que se reflejaria cn ‘una rnayor afinidad e¢cn  estas
concentracxones; asemejandose este comportamiento con los datos cinéticos, también sc
visualiza que aproximadamente sc requicre de una concentracién de 1mM de activador para

que se lleve a cabo toda la transicién conformacional.

51




6.3.4 Cinética a diferentes concentracionces de inhibidor

B Hs164Cys-mbm
N GlcN-ol-6P
0.4 - L —
L -
h - " o
- e e - [ ]
0.3 L] -
. [ - a :,,_7/
= 1 : Pt a
- -
E:_ 02 /, . A
—— R v ——
> 1 aee Ly = x
I S ®  OuMde GcN-d-6P
01 ;‘; = v ® 2:Mde GIcN-d-6P
a7 A  BuMde GcN-d-6P
|y v  12uMde GIcN-o-6P
0.0 T — T T T T
[s] 2 4 6 8 10
GIcNGP (miV)

Figura 13. Comportamicnto cinético de la mutante His164Cys-mbm a diferentes concentraciones de
inhibidor.

Condicién: 0OpM de inhibid, Condicidn: 6uM de inhibidor
Modelo: Michaelis-M. Modclo: Michacelis-Menten
Vinex 0.428 pM 5! Kt 11.709 5! Vinax

Kt 1.403 mM Ka

Condicién: 2uM de inhibidor Condicién: 12uM de &
Modelo: Michaelis-M Modelo: Michaelis-Menten
Vi 0.423 uM s™' ke 115725 erex A

Ky 1.626 mM Knm

En la figura 13 se presentan las cinéticas de inhibicién; las cuales son'ajustadas a la
ccuacién de Michaelis-Menten, mostrando de manera general’un’aumento cn la Kay una
disminucion en la K 1o que indica una disminucién en la afinidad por cl sustrato, efecto

contraria al que muestra el activador. Este inhibidor es un compucsto analogo al substrato,
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por lo que se considera un inhibidor compctitivo con una K;=3.7uM ¥y por lo tanto ticne una

mayor afinidad que cl sustrato con una diferencia al menos dec 3 6rdences de magnitud.

6.3.5 Titulacién con inhibidor cn fluorescencia

1004 i His164Cys mbbm
90 - o E
- 3
3 <2
804 ra % s -
o 1 J w =
2 70+ ) 5 RS S S
o g P "i Ta "
= - L . I A IR ]
5 60 ] : % a) GlcN-ol-6P (uM)
D . 4
@ 50+ s Y
S 3 A %y
= 40 % 4.
'-_; ] 3 =, = 0.199mM
J . 3 - 0.398mM
S 304 ¢ e - 0.596mM
@ 1 g | - o.793mm
S 204 - 0.990mM
= E < 1.185mMm
10 1.380mm
] - 1.574mM
[o] ’ T T T 7T T T ¥
400 420 440 460 480 500 520 540 560
nm

Figura 14. Espectros de fluorescencia de la mutante His164Cys-mbm inhibidor A.,=381nm y A,=3$00-

600nm.

En la figura 14 sec muestra la grifica entre la concentracién de inhibidor y la
intensidad fluorescente, donde esta intensidad no cambia considerablemente en
comparacion con el activador (figura 12, pagina 50), éstec poco cambio s¢ puede visualizar
en la figura 14.a donde se presenta una ampliaciéon de los valores minimos y la diferencia

de cambio es casi imperceptible cn toda la titulacion; la intensidad fluorescente manticne el

CME constante (487nm).
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Por lo tanto la titulacién con el inhibidor competitivo nos muestra que ¢l cambio

conformacional no se lleva a cabo con estc hgando. ya que las mtcnSIdades ﬂuorcsccntes de

sustraté (lecNGP)'ocurm o mismo. Este resultado nos’indica que la’cnzima no lleva a cabo
algun movnm ento conformacional al mtcracc:onar con el mhlbldor a pcsar de ser muy éﬁn

-7uM)

a Ia enz:ma (K =3
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6.4 Mutante Ser171Cys-mbm

tada cn

Figura 15. Mutante Seri71Cys (conformero T). Em la parte central se ra la p
forma general, 2 la izquierda un ucercamicnto, mostrando la superficic y a la derecha ol microambicate
de la posicion.

Tabla 3. Area superficial accesible a sulvente.

Mutante Conformero T (A%) Conférmero R (A?) Diferencia T-R (A?)
Ser171Cys 5.88 7.34 -1.46
Tabla 4. Aminodcidos de ia posicién 171 a un radio de 5 A.
Thr-166 Arg-167 I
Arg-167 Val-168
Val-168 Ala-169
Ala-169 Asn-170*
Asn-170* Arg-172
Arg-172 Phe-173
Phc-173 Phe-174
Phc-174 Asp-175*
Asn-176* Asn-176*
Asp-177* Asp-177*
Val-178 Val-178
_Val-181 Val-181
- dcldos que tr en electrones

La figura 15 muestra de mancra gencral la posrclon a scnsar.cn csta mutantc, csta
posicion tiene poca drea accesible al solvente cn c) cstado cn quc se mod'ﬁca, ademias dc
quc entre monémeros las posiciones se encucntran a 20.43 K dc distancia lo quc pucdc ser
un factor para que la enzima pierda estabilidad y movilidad. Los aminoéacidos que se
cncueniran a un radio de 5 A con respecto & la posicidn 171 (tabla 4), presentan diferente
interuceion (‘;n cada conférmerso (T y R), el Thr 166 se observa en el estado T y et Asp 175

sc observa en ¢l estado R, este cambio pucde influir en los experimentos de fluorescencia,
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yva que el Asp es un aminodcidos que es capaz de transferir encrgia por medio dec

transferencia de electrones.

6.4.1 Apagamiento de la fluorescencia

Seri71Cys-mbm
100 T Apagamicnto con K1 \

T so- o
=2
= h
S
5 &0 o 0.0000M
g o 0.0050M
8 B &  0.0075M
= 404 v 0.0100M
] >  0.0125M
3 1 ~ 0.0150M
= 0.0249M
g =01 - 0.0488M
= - 0.0718M

0 —-{— T =T T T T T 1

400 420 440 460 480 500 520 540
nm
figura 16. Espectros de fluorescencia de la mutante Serl71Cy; bm titulindola con KI ( it i )

Ae,=381nm y A,,,=400-600nm.

El apagamiento de la mutante Scr171Cys-mbm mostré una sola tendencia (figura
16a). sin mostrar una doble tendencia como en ¢l caso de la His164Cys-mbm, los espectros
de fluorescencia son relativamente diferentes a los observados con la mutante His164Cys-
mbm (figura 9, pagina 48), en lo que concicrme a la forma del cspectro; variacidn que es
una bucna seilal de que la posicion modificada tiene sus propias caracteristicas. Con los
datos de area accesible al solvente mostrados en la tabla 3, esta posicién muestra una menor
accesibilidad al solvente que la posicion 164, por lo que la sensibilidad del mbm disminuye

considerablemente.
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6.4.2 Comportamiento cinético

Los datos cindticos obtenidos dec la mutante Ser171Cys-mbm son diferentes a los de
la enzima silvestre y a los de la enzima descistcinizada ¢n lo que respecta a la actividad
(Kex), mostraron actividades bajas del orden de 3.49 s (un 97% menos con rcépecto ‘ala
cnzima descisteinizada), pero sin embargo manticne propiedades dec coopcrétiyidzid en

auscncia del actj\fador (con una A de 2.41).

o.za’;i S Ser171Cys-mbm

= . 0OmM act
e 1mM act.

Vi)

o 2 4 6 8 10 12
GIcNE6P (mM)

Figura 17. Comportamiento cinética de 1a mutante Ser171Cys-mbm

Condicién: 0OmM activador Condicién: 1mM activad

Modelo: Hill Modelo: Michaclis-M

Virax 0.038 uM 3"  Kkeyy 0.157s"' Vimax 0.236 uM s ko 349457
ko.s 8.222 mM Kng 2.454 mM

B 2.419

Este comportamicnto cinético es atribuido principalmente a factores relacionados
con la zona en que se realizo la mutacidn, ya que csta posicion se encuentra oricntada hacia

la parte interna dc la enzima, ademas de que esta situacion hace mas dificil la modificacién
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quimica aunado a la poca area accesible al solvente con ‘que cucnta csta posicién (5.88 R).

Con todo lo antcrior esta mutante s¢ comporto cn general muy inestable tanto en los

procesos de purificacién como en los de modificacion quimica obtcniendo ‘una cantidad ™~

minima para procesarla.

6.4.3 Titulacién con activador ¢n fluorescencia S

En la figura 18 sc obscrvan los espectros de fluorescencia deklya mutante Sefl7les_
mbm al ser titulada con activador, mostrando una disminucién én‘ la:vi‘htc'n‘sidad ﬁuoresccnte
al aumentar la concentraciéon del activador (efecto contrario a:l hiﬁc ‘mucstra la mutante

His164Cys-mbm).

‘Ser171cys-mbm

GleNAChP (mM)

—a-— 0.000mM
—e——0.162mM
2.+ 0.323mM
—e - 0.483mMmM
> 0.643mM

Intensidad de Fiuorescencia (1.) o

-~ 0.802mM

0.960mM

- 1.117mM

———— 1.274mM

- ¥ T . T I - T T
400 420 440 460 480 500 520 540
nm
Figura 18. Espectros de fluor ia de la mutante Serl71Cys-mbm con activador, A.,=381nm y

A em=400-600nm.

Este efecto muestra una tendencia lincal pcro irregular (figura 18a), esta posicion
muestra una desventaja ya que el cambio de drea superficial accesible al solvente ¢s minima

(1.46 A 2) entre el conférmero T y el R lo que hace que la posicién no tenga un gran cambio
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de ambiente y por lo tanto el mbm no cs tan sensible a-este cambio. Al ser-un cambio

negativo nos mdlca quc se encucntra més acccs:blc la posncnon cn cl conformcro R y al

nos. ndlca qu > csta pOSIc' n pasa a un amblcnte mzis polar,

disminuir Ia int

jvador’: favorece ‘al

His164Cys‘mb

datos de accesibilidad al solvente que predice este comportamiento fluorescente:

6.4.4 T ulacién con inhibidor ¢n fluorescencia

Ser171Cys-mbm - i
%07 - \
—_ 5 3
E 1 = z \
.= 804 = i
L=) K =3 I e
2 | GleN-ol-6F (mM)
2
é 60 -
E ] —o— 0.199mM
3 ‘0] 0.398mM
g —— 0.596mM
?) - Ny —— 0.793mM
= ——
[+] ™ T —T T —— .
400 420 4s0 480 480 s00 520 540
nm

Figura 19. Espectros de fluorescencia de la mutante Serl71Cys-mbm inhibidor A.,=381nm y A,,,=$00-
600nm.

En Ila mutante Serl71Cys-mbm al scr titulada con ¢l inhibidor muestra una
disminucién en la intensidad fluorescente, con un cambio no muy considerable cntre cada

punto debido posiblemente a los mismos argumentos que se¢ exponen para ¢l caso de la
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titulacién con el activador. La tcndencia quc mucstra la titulacién no es muy rcprcséntativa

pucsto quc esta tlrulacmn se reahzo con pocos puntos por la poca cstablhdad mostrada por

partc’ dc la mutantc a reahznr la ntulamé - quc el cfccto dc EY

d:smmuclon de la mtcns:dad dc ﬂuorcsccncna se prcscnta (f'gura 19a)

60




6.5 Mutante Phel74Cys-mbm

Figura 20. Mutante Phel 74Cys (conformero T). En Ia parte central se muestra ia posicion mutada en el
hexamero, en la parte izquicrda se a un o mostrando su accesibilidad al solvente que
pr csta posiciéon y cn la parte derecha se ob bicmt

va el micr

Tabla 5. Arca supcrficial accesible a solvente.

Mutantc Conformero T (A?2)  Conférmero R (A%?)  Diferencia T-R (A%)
Phe174Cys 8.62 9.87 -1.25

La mutantc Phel74Cys posee caracteristicas scmcjantes a la mutante Scri71Cys
como las quc sc pueden observar a partir de la figura 20 y la tabla 5, las principalcs son la
poca drca accesible al solvente cn ¢l cstado a modificar (conférmero T) y cl cambio de
ambiente hidréfobico a hidréfilico cn la transicion ¢l cual cs minimo (1.25 8%).

Tabla 6. Aminoscidos de la iciom 174 a un radio de 5 A.

His-81* Glu-83*
Glu-83* Asn-170*
Asn-170* Ser-171
Ser-171 Arg-172
Arg-172 Phe-173
Phe-173 Asp-175*
Asp-175* Asn-176*
Asn-176%* Asp-177*
Asp-177* GIn-180*
Gin-180* Val-181
Val-181
* inodcidos que tr fieren clectrones

En la tabla 6 sc presentan los aminoacidos que sc encucntran en contacto dirccto a
un radio de 5 A cn los dos conférmeros, sicndo solamente la His 81 el tinico aminodcidos

que varia de un conférmero a otro, concordando cstec dato con la poca diferencia que

61




presenta esta mutantc cn cuanto a su accesibilidad al solventc y por lo tanto su baja

movilidad de la posicion.

6.5.1 Apagamicnto de la fluorescencia

100 — Phel 74Cys-mbm -
Apa ient -— =~
] pagamiento con -
P —
g eo- = -
3 - - . -

= 4
-g Kb (M)

§ 60 -

] | —o—0.0000M
8 —o— 0.0025M
5'; 40 - —a— 0.0050M
g —=—0.0075M
5 1 - :—- 0,0100M
‘@ 9 ——0.0125M
% ~—+— 0.0175M
== 1 —-—0.0200M

o T T L T T N P
400 420 440 460 480 500 520 540
nm

Figura 2t.Espectros de fluorescencia de la mutante l‘hcl7-les-mbm titulindola con KI (apagamicnto)
Aex=3810m y A, =300-600nm.

En la figura 21 se muestra los espectros de fluorescencia del apagamicnto con el
KI, este efecto muestra una relacidon lineal como sc observa en la figura 2la. cste
apagamiento ¢s muy similar al mostrado por las mutantes anteriores (His164Cys mbbm y

Ser171Cys mbbm). Sin embargo también mucstra un espectro caracteristico.




6.5.2 Comportamiecnto cinético

El comportamiento cinético de la mutantc Phcl74Cys-mbm es muy similar al de

la mutante Ser171Cys-mbm, mostrando pequeﬁas dlferencms con respecto a ésta, aunque

presenta una actividad mayor que Ia rnutante Serl7les—mbm y menor a la mutante

His164Cys-mbm, con una perdlda de actwldad_ dcl 90% con rcspecto ‘a’ la:enzima

desisteinizada.

" Phe l;7__\'4CS's-km bm

= OmM act
® 1mM act

- -

> 1o CrE2n 14 16
GIcNGP (mM)

Figura 22. Comportamiento cinético de la mutante Phcl74C, bm en velocidades inicial
Condicién: 0OmM activad Condicién: 1mM activador
Modelo: Hill Modela: Michaelis-M\
Vemx 0213 uM s’ ke 7-11 s Virmx 0296 M s™' ke, 9.863"
Kos 9.453 mM Kne 4.189 mM
1.338

El comportamiento cinético también mantiene sus propiedades de ajuste a las
ccuaciones de Hill y Michaelis-Menten cn ausencia y presencia de activador
respectivamente, siendo solamente ¢l parametro A~ (nimecro de Hill) el que varia

disminuyendo de 2.4 a 1.33 en esta mutante con lo que nos indica una perdida de
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cooperatividad en ausencia del activador, sicndo esta una caracteristica importante para los

objctivos dc sensar los cambios con la unién del ligando de la enzima (activador c¢n este

caso).

6.5.3 Titulacién con activador en fluorescencia

Phel74Cys-mbm

100

GIENACEP (mM)

0.000mMm
0.524mM
1.047mM
1.568mM
2.087mmM
+ 2.603mM

3.118mM
. 3.631mM
- 4.141TmM
¢+ 4.650mM

R T S I v -t L]
400 420 440 460 480 500 520 si ° 5-156mM

a4 » 00

Intensidad de Fluorescencia (u.a.)

Figura 23. Espectros de fluorescencia de la mutante Phel 74Cys-mbm activador A..=381nm y A,,,=400-
600nm.

La figura 23 mucstra un efecto similar a la mutante Ser171Cys-mbm, disminuye la
intensidad fluorescente al ser titulada con el activador, esta titulacién con activador muestra
una rclacion lineal como sc obscrva en la 23a. El comportamiento mostrado por parte de
esta mutante como también por la mutante Serl71Cys-mbm c¢s esperado cuando aumenta el
area accesible al solvente, ya que en ambos casos al adicionar el activador a la enzima pasa
a un ambientc mds polar y por lo tanto ¢l mbm ticnde a disminuir su intensidad de

fluorescencia.
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6.5.4 Titulaciéon con inhibidor en fluorescencia
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Figura 24. Espectros de fluorescencia de 12 mutante Phel74Cys-mbm inhibidor A.,=381nm y A, n=400-
600nm.

La figura 24 mucstra la titulacién dec la mutante Phc174Cys-mbm, indicando una
disminucién en la intensidad fluorescente al adicionarle diferentes concentraciones de el
inhibidor mostrando una tendencia lineal (figura 24a) continuando con el mismo patrén de

la mutante Ser 171Cys-mbm.
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7. Conclusiones

El marcaje de la enzima GlcNSP dcsammasa de E. col: cn posmlones espemf'cas

sc llevan a cabo en solucidn,:

modnfcacxon qu1m|ca y pueden ser importantes en términos de estabilidad de la mlsma.
Con lo que respecta a la GIcNGP desaminasa de £. coli. ésta mantiene. sus
propiedades cinéticas (enzima silvestre) después de la mutacién de tres de sus cuatro

cisteinas nativas y también después dec la modificaciéon quimica, con lo cual es posible
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scnsar sus cambios conformacionalcs que licva a cabo la cnzima con la adiciéon de sus

ligandos (actwador c lﬂhlbldo!‘) con tccmcas fluorescentes.

“ElT mbbm es’un ﬂuoroforo muy'senSIblc a’ los camblos de polaridad dcl medio, lo

que hace ‘que se

rrnéhovsrlbjrecrlsu;n.‘ Con lo que respecta a el inhibidor Ios cfectos mostrados no son los
esécrados. ya que este inhibidor al ser un anidlogo del sustrato sec esperaba que favoreciera
el conférmero R y prescntara los mismos efectos que el activador, sin embargo cste
inhibidor muestra cn todas las mutantes los mismos cfectos, sicndo que en la mutante
His164Cys-mbm tiene un efecto diferente con el activador a las dos mutantes restantes

(Scr171Cys-mbm y Phel74Cys-mbm), por lo tanto basindonos cn los experimentos de
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fluorescencia (ntulacmnes con mhlbldor y con KI), parcmcra quc la’ dlsmmucnén dc la

intensidad ﬂuorcscentc en- todas las mutantcs ‘eSs’ mﬂucnctado por Ia dllumén y efectos

posibilidad de "que ‘el sustrato ¢ (GIcN sin’ educu;)ytamblen-‘oiév'z_lsyqn‘c “:layl transicion al

conférmero R por el mismo u otro mecanismo. -~
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8. Propuestas

Utilizar esta técnica para scnsar camblos en dlfercntes receptorcs farmacologlcos para

cl disefio de farmacos cspecnf'co ya que:se puedcn rcallzar marca_)cs cn S|stcmas para

ecstudios in vivo.

Las mutantes a las cuales se sustltuyo el n.snd o‘en cuesno por. un rcsnduo dc cnstcma :

tienen una gran venta_;a ya que’se pueden: reahzar modificacioncs quimicas con: dlfcrcntcs

sondas ﬂuorescentes para llevar a cabo diferentes estudios como so

Fluorescencia’en

obtener dominibs caracte

3. Estudios con’otros’ sensores difercntes a’lo ﬂuorcsccntcs como los dc npo NMR y
EPR, que nos proporcnoncn mformaclon a nivel subpoblacmnal (dctalles por zona o

dominio de la enzima).
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9. Anexos

9.1 Protocolo de cinética

. Facultad de Medicina UNAM Departamento de Bioquimica

: i Laboratorio de Fisicoquimica e ingenieria de Proteinas
3

PROTOCOLO DE CINETICA

CURVA PATRON

Tubo H:0 Fructosa 1mM > . {Fructosa] Abs
) (ub EZEE mM 5120m
ESEE
1 200 ) SZEs j-
2 190 10 §2&s5>
3 180 20 o88pE
4 160 40 8E =72
S 140 60 ; ::';n-—- ; ; &
6 120 80 S BEEBES
7 100 100 S 835
MEZCLA SIN ACTIVADOR
1 TUBO | 10 TUBOS
Tris HCI (1M) pH=7.7 2oul 200l
EDTA (250mM) 20ul 2001
H:0 soul soopl
Total 90&1 90()“.

MEZCLA CON ACTIVADOR
1 TUBO 10 TUBOS

Tris HCI (1M) pH=7.7 20ul 200ul
EDTA (250mM) 20ul 2001
H:0 aspl asoul
GIcNAc6P(100mM) 2pl 20“1
Total oopl ooopul
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Facultad de Medicina UNAM Departamento de Bioquimica

Laboratorio de Fisicoquimica ¢ ingenicria de Proteinas

PROTOCOLO DE CINETICA

SIN ACTIVADOR

Tube | GIcN6P (| H0O Mezcla Eazima — [GlcN6P] Abs {fructosa)
100mM | (=D S/act 20nM 5 g final mM | 512nm mM
(n)) (1) - S
1 1 99 90 10 g =97 0.5
2 2 o8 90 10 £S E5 1.0
3 5 95 90 10 52 &= 2.5
4 6 94 90 10 o8 o3 3.0
5 8 92 90 10 REER¢ 4.0
6 15 85 50 10 S5E35: 7.5
7 20 80 90 10 25E3E 10
8 30 70 ) 10 E<S Ea 15
CON ACTIVADOR
Tubo | GlcN6P | H,O Mezcla Enzima — 1GlcN6P) Abs [fructosa)
100mM | (1) C/act 200M 5 g | final mM | S12am oM
() (M) . ;» =
1 1 99 90 10 SZ 2 0.5
=] =N
2 2 98 90 10 SS £ 1.0
3 ] 95 90 10 g2 s= 2.5
4 6 94 90 10 o8 o= 3.0
5 8 92 90 10 SEESeE 4.0
@ g e 3
6 15 8s 90 10 55855 7.5
7 20 80 90 10 EBE3E 10
2 2 2 8
8 30 70 90 10 E<SEa 15
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9.2 Tabla de propicdades de solventes organicos

Punto de Punto Solubilidad
ebullicion de Densidad cn agua Polaridad
Solvente Férmula cCO) fusion (/mL) (2/100g) rclativa
CO

Acido acético C;H,O; 118 16.6 1.049 M7 0.648
Acetona C:H.O 56.2 -94.3 0.786 M 0.355
Acetonitrilo C>HIN 81.6 46 0.786 M 0.460
Benceno CsHs 80.1 5.5 0.879 0.18 0.111
1-butanol C.4H, 100 117.6 -89.5 0.81 7.7 0.602
2-butanona C.H:O 79.6 -86.3 0.805 25.6 0.327
Alcohol s-butilico C.sH;0O 82.2 25.5 0.786 M 0.389
Tetracloruro de CCls 76.7 -22.4 1.594 0.05 0.052
carbono

Cloroformo CHCl, 61.2 -63.5 1.498 0.8 0.259
Ciclohexano CsH12 80.7 6.6 0.779 <0.1 0.006
dietileno glicol C4H 002 245 -10 1.118 M 0.713
Diglyme CeH,40; 162 -64 0.945 M 0.244
dimetoxy-ctano C.4H 00> 85 -58 0.868 M 0.231
dimetilformamida C;H,NO 153 -61 0.944 M 0.404
(DMF)

Dimetil sulfoxide C:HsOS 189 18.4 1.092 M 0.444
(DMSO)

Dioxano C.HO» 101.1 11.8 1.033 M 0.164
Etanol C:H:O 78.5 -114.1 0.789 M 0.654
Eter C.H, 00O 34.6 -116.3 0.713 7.5 0.117
Acctato de etil C.H:zO> 77 -83.6 0.894 8.7 0.228
Etilenglicol C>HO» 197 -13 1.115 M 0.790
Glicerina C3:HzOs 290 17.8 1.261 M 0.812
Heptano C-sH,e 98 -90.6 0.684 0.01 0.012
Hexano CeH s 69 -95 0.655 0.014 0.009
Mctanol CH,L,O 64.6 -98 0.791 M 0.762
metil s-butil eter CsH,;.0O 55.2 -109 0.741 4.8 0.148
(MTBE)

Cloruro de metileno CH,CIl, 39.8 -96.7 1.326 1.32 0.309
Pentano CsH,2 36.1 -129.7 0.626 0.04 0.009
1-propanol C:HzO 97 -126 0.803 M 0.617
2-propanol C:H:O 82.4 -88.5 0.785 M 0.546
Tetrahidrofurano CHzO 66 -108.4 0.886 30 0.207
(THF)

Tolueno C-Hg 110.6 -93 0.867 0.05 0.099
Apgua H,;O 100.00 0.00 0.998 M 1.000
Agua, deuterio DO 101.3 4 1.107 M 0.999
(D:0)
p-xyleno CzHio 138.3 13.3 0.861 ) | 0.074

7 La solubilidad es completamente micible en agua.
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