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Resumen

RESUMEN

El estudio de la relacién entre la estructura de las enzimas y su funcién es un campo de
investigacién muy activo en la actualidad. En este laboratorio se investigan las bases
estructurales de la funcién enzimdatica empleando como modelo experimental algunas
enzimas participantes en la via de utilizacién de los aminoazucares. El principal interés de
nuestro grupo de trabajo es el de comprender el mecanismo catalitico de estas enzimas, se
ha estudiado principalmente la glucosamina-6-fosfato desaminasa humana (hGNPD) y la de
Escherichia coli (EcGNPD). Estas catalizan la isomerizacion y desaminacion reversible de
la D-glucosamina-6-fosfato (GIctN6P) en D-fructosa-6-fosfato (Fru6P) y ion amonio; son
hexdmeros de seis subunidades iguales, cuya estructura ha sido resuelta por métodos

cristalogréﬁcos's' 18,21,27

La EcGNPD es la desaminasa mas estudiada de todas las especies, presenta 266 residuos
amino4cidos por mondmero'®, en cambio en la especie humana, mamiferos y otros
vertebrados terrestres estudiados existen dos glucosamina-6-fosfato desaminasas,
denominadas GNPD-1 y GNPD-2. La primera es también conocida como la desaminasa de
cadenas pesadas mientras que la segunda es la desaminasa de cadenas ligeras, presentan
289 y 276 residuos de aminoacidos, respectivamente. La desaminasa de cadenas pesadas

presenta 23 aminoacidos mas que la EcGNPD ubicados en su extremo C-terminal.

Tanto las desaminasas humanas (AGNPD-1 y AGNPD-2) como la bacteriana (EcGNPD)
son reguladas alostéricamente por la GIcNAc6P. La regulacion alostérica de ésta ultima es
cinéticamente muy simple (sistema K, activado por GIcNAc6P, explicable casi totalmente
por ecuaciones derivadas del modelo alostérico concertado de Monod)"?, mientras que la
hGNPD-1 presenta un comportamiento alostérico muy complejo. La cinética de la AGNPD-

2 actualmente es motivo de estudio en este laboratorio™”.



Resumen

En este trabajo se investigd el papel del segmento C-terminal no homélogo de la
desaminasa humana de cadenas pesadas y su relacion con la activacion alostérica.
Basandose en la hipdtesis de que la extension C terminal en la AGNPD-1 pudiera ser la
causa de la diferente cinética alostérica con respecto a la EcGNPD, se estudié
cinéticaﬁente la AGNPD-1 truncada en la posicion 268 (mutante 268fin). Esta mutante se
construyé mediante mutagénesis dirigida por oligonucleotido, convirtiendo un codén de
prolina (residuo 268) en un codén de terminacién (UAA). El gen fue clonado en una cepa
de E. coli -carente de GNPD- y la enzima fue purificada por cromatografia de afinidad por
el sitio alostérico. Los resultados obtenidos indican que el segmento C-terminal no es el
responsable del comportamiento cinético atipico de la AGNPD-1 ni tiene un papel

importante en la estabilidad de su plegamiento.
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MARCO TEORICO
AMINOAZUCARES

Los aminoaziicares son monosacaridos en los cuales uno o mas de sus grupos hidroxilo se
encuentran sustituidos por aminas primarias, o secundarias al estar sustituidas por un
acetilo. Son componentes de la superficie celular de las bacterias y forman parte del
esqueleto estructural de péptidoglicanos en eubacterias (pared celular), asi como también de

la capa externa de lipopolisacarido de las bacterias gram-negativas.

Los aminoaziicares son abundantes en la naturaleza y no son exclusivos de las paredes
celulares de las bacterias, también forman parte de diferentes biopolimeros simples o
complejos. Son constituyentes de la quitina, que es un homopolimero de N-acetil-D-
glucosamina (GlcNAc) con uniones § 1-4, y también se encuentran en diversas proteinas
glicosiladas. La mayoria de los glicoconjugados (carbohidratos unidos covalentemente a
proteinas o lipidos; glicoproteinas y glicolipidos) de las superficies celulares de mamiferos
contienen aminoazticares, incluyendo residuos de &cido sialico. El papel de los
carbohidratos en las propiedades de las proteinas es complejo y puede ser tan diverso como:
1) mantener la conformacién estructural de una proteina, 2) determinar el tiempo de vida
media de glicoproteinas y células circundantes', 3) controlar la permeabilidad de la
membrana, 4) regular el metabolismo y la divisién celular™” y 5) funcionar como receptores

de hormonas y patégenos.

La GlcN y la GlecNA¢

Los aminoaziicares como la D-glucosamina (GlcN) y la N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc)
se utilizan como fuente de carbono en E. coli. En especial, la GlcNAc promueve
velocidades de crecimiento comparables a las producidas por la glucosa. El crecimiento de

E. coli en un medio con aminoaziicares como unica fuente de carbono, induce la expresién
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de las enzimas necesarias para el metabolismo de los aminoaziicares, codificadas en el
operén divergente nag (Figura 1). Los genes nagB y nagA codifican para dos enzimas, la
glucosamina-6-fosfato desaminasa (GIcN6P desaminasa) y la N-acetilglucosamina-6-

fosfato desacetilasa (GIcNAc6P desacetilasa), respectivamente.

GleNGP desaminasa l Represor F j st
Proteina EIICBA™e GlcNAc 6P desacetilasa fosféricos de fenoles?

Figura 1. Organizacién de los genes agrupados en el operén divergente nag
(Tomado de Plumbridge, 1992).

METABOLISMO DE LOS AMINOAZUCARES
En E. coli:

El metabolismo de GlcN y GlcNAc (Figura 2) se puede llevar a cabo por los procesos
catabdlicos en los que se utilizan los genes del operén nag y por los procesos anabdlicos
que se llevan a cabo por las proteinas codificados por los genes glm. Ambos aminoazicares
son introducidos por productos de los genes manXYZ y nagE respectivamente que forman
parte del sistema de fosfotransferasa (PTS). Durante el transito por la membrana son
fosforilados y posteriormente se catabolizan hasta Fru6P y amonio por los productos de los
genes nagd y nagB. Cuando la GleN y la GlcNAc estdn presentes en el medio son
utilizados para la formacion de péptidoglicanos y lipopolisacéridos. En ausencia de
aminoaziicares, el gen glmS es esencial ya que se encarga de la generaciéon de GIeN6P. El

gen glmM codifica para la enzima responsable de la conversion de GlcN6P en glucosamina
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1-fosfato (GIcN1P) mientras que el gen g/mU codifica para la enzima responsable de la
acetilacion de la GIcN1P formando N-acetilglucosamina 1-fosfato (GleNAclP), y
posteriormente, se sintetiza UDP-GlcNAc, el cual se utiliza como donador de
aminoazicares en diversas reacciones de transferencia durante la sintesis de
peptidoglicanos. La N-acetilmanosamina (ManNAc) entra a la célula por accién del
transportador manXYZ acoplado al sistema PTS, produciendo N-acetilmanosamina 6-
fosfato (ManNAc6P). El 4cido N-acetilneuramico (NANA) entra a la célula por un sistema
simporte codificado por nanT. Dentro de la célula una aldolasa (N-acetilneuraminato liasa,
nand) rompe al NANA generando ManNAc y piruvato. Las vias de degradacion del
NANA, ManNAc y GlcNAc convergen a nivel de la GIcNAc6P.

La GIcN6P puede ser generada por cuatro diferentes reacciones (Figura 2): 1)
Transferencia del grupo amida de la glutamina a la Fru6P (g/mS, GIcN6P sintasa); 2)
Reaccién reversa de la GIcN6P desaminasa; 3) Fosforilacion de la glucosamina por una
hexocinasa (o por fosforilacién acoplada al transporte, si estamos hablando de bacterias) y
4) Desacetilacion de la GIcNAc6P #*¢,

Acido siflico nanA
NANA » NANA —» ManNAc + Piruvato
nanT
nank (yhel)
ManNAc > Ma P
e l nank (yheJ)
GlcNAc > GleNAc6P GlecN1P
nagE
8. nagA l y’ lglmU
GloN > GloN6P GloNAc1P
manXy¥Z H.0 -
nagB Gin lg "
* S
N ‘ Gin UDP-GleNA¢
Fru6P / \
ERIOR INTERIOR Lipido A UDP-MuiNAc pentapéptido
Lipopolisaciridos Péptidoglicanos

Figura 2. Metabolismo de los aminoaziicares en E. coli. Se muestra la via catabélica (genes nag)
y 1a via biosintética (genes glm). (Tomado de Plumbridge y col, 1999).
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En mamiferos:

El metabolismo de aminoaziicares en mamiferos es esencialmente €l mismo al de E. coli, a
excepcion de un cambio en el orden de las reacciones. En éstos, la GIcN6P sufre
primeramente una reaccion de acetilacion para dar GlcNAc6P seguida de una
isomerizacién que produce GlcNAc! P, inverso a lo que ocurre con el metabolismo en las
bacterias,’ en donde la isomerizacion de la GIcN6P va seguida de la acetilacion. En

humanos, el gen gnpi codifica la GIcN6P desaminasa correspondiente.

GLUCOSAMINA-6-FOSFATO DESAMINASA

La enzima glucosamina-6-fosfato desaminasa (GlcN6P desaminasa, EC 3.5.99.6 antes EC
5.3.1.10) que cataliza la isomerizacién y desaminacién reversible de D-glucosamina-6-
fosfato (GIcN6P) en D-fructosa-6-fosfato (Fru6P) y ion amonio (Figura 3) es una enzima
clave en la regulacién del catabolismo de los aminoazicares en varias especies. Esta

enzima pertenece a la clase (2-R) aldol-cetol isomerasas.

H
on ¥ oM

a-glucosamina 6-fosfato fructosa 6-fosfato amonio

Figura 3. Reaccién de isomerizacién y desaminaci6n llevada a cabo por la GlcN6P desaminasa.
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La enzima fue descrita inicialmente por Leloir y Cardini en 1956 y ha sido identificada en
diversas especies de animales, protozoarios, hongos y bacterias. Esta enzima ha sido
purificada de microorganismos como Escherichia coli’ y Candida albicanss; también, a

01y de Metacricetus auratus'®; en
?

partir de organismos superiores como canino’, bovino
mamiferos, esta presente en concentraciones considerables en espermatozoides maduros. Se
conocen, entre otros, los genes de las GIcN6P desaminasas de Caenorhabditis elegans,

Haemophilus influenzae, Borrelia burgdorferi 'y Bacillus subtillis.

La GIcN6P desaminasa es una proteina homohexamerica'?, en E. coli cada subunidad esta
formada por 266 residuos aminoacidos' (Figura 4) y cuenta con un peso de 29.7 kDa. Se
ha buscado homologia con otras proteinas, pero no se ha encontrado similitud significativa,
excepto con las GIcN6P desaminasas de otras especies y el gen putativo de la

galactosamina-6-fosfato desaminasa de E. coli.

En mamiferos y otros vertebrados terrestres, existen 2 genes que codifican para la GIcN6P
desaminasa que difieren en longitud y comparten identidad en 240 residuos. La secuencia
larga en mamiferos (humanos, ratén y hamster) tiene una elevada identidad entre si, cuenta
con 289 residuos amino4cidos, 23 mas que la enzima de E. coli y es homdloga con la
enzima bacteriana sélo en la secuencia de los residuos 1 a 258. Este segmento contiene
todos los grupos relevantes para la catalisis y los contactos entre las subunidades en la
molécula de desaminasa bacteriana y su plegamiento es practicamente igual. El segmento
258-289 de la enzima de mamifero forma el extremo C terminal y no tiene una contraparte
homéloga con las desaminasas de otros microorganismos. En la Figura 4, se muestra un
alineamiento de los residuos de la EcGNPD , hGNPD-1 y hAGNPD-2, en las 2 ultimas se
observa el aminoacido prolina (P) en la posicidén 268, el cual, como se mencionard mas
adelante, fue el sitio en el cual se realizo el corte en la AGNPD-1 para la obtencién de una

mutante de peso molecular semejante a la enzima de EcGNPD.
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Figura 4. Alineamiento de las enzimas AGNPD-1, sGNPD-2 y EcGNPD.
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El hexdmero de la GIcNGP desaminasa de E. coli estd arreglado como un dimero de

trimeros (Figuras 5 y 6) con un eje cristalografico de orden 3, con una simetria interna 3215,

Figura 5. Se muestra un heximero de la GlcN6 P desaminasa de E. coli observindose desde
el eje de simetria de orden tres (Tomada de Lara-Gonzdlez, 2001).

Figura 6. Se muestra un heximero de Ia GlcN6 P desaminasa de E. coli, vista lateral, teniendo
un arreglo de dimero de trimeros (Tomada de Lara-Gonzdlez, 2001).
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Los monémeros de la GNPD presentan un plegamiento o/f abierto. en el siguiente

esquema puede verse la estructura secundaria del monémero de la enzima humana
(hGNPD-1).

s HI i A m
MKLT ILERY SQASEWAARY TRNRT IQFNPGP ERYFTLGLPTG S TBLGCYKKL T EYYKNGD

B
[4 16 1§ 0 3 1 3% 4b 48 sb 1 [s)
H6

I‘- ;S 13 5 5 w Hl H4 HS i f f

LSFKYVKTFNMDEYVGLPRDHP ESYHS FMWNNEFKH ID THP ENTHI LDGNAVDLQAECDA
[\ E) 7 D ) 2 95 160 1G5 Lo s 170

: . . . i HY HS . .
ANty LT[ e AR P
FEEK TKAAGG LELFVGG IGPDOH I AFNEPGS SLVSRTRVKTLAMDT ILANARFFDGELTK

135 tdo 115 140 1ds 150 185 140 165 55 175 190

B HO PA HiI0 HllL EE H12 & A

VETMALTVGVGTVMDAREVMIL [ TGAHKAFALYKA | EEGVNHMWTY S AFQQHPRTVFVCD
148 190 195 200 208 20 s M6 225 150 118 240

HlL § Hl4 HiS__ Hlé ?ﬂ I'I By
v v

EDATLELKVKTVKYFKGLMLVIANKLVDPLYS IKEKETEKSQ
25 RS W s b s %0

Ragidua intelxctions:- - with ligond

Figura 7. Estructura secundaria de la AGNPD-1. E! motivo correspondiente a la tapa del
sitio activo se muestra subrayado. Las flechas indican los cortes para la
obtenciéon de las mutantes 268fin y 275fin. Los asteriscos seitalan aquellos
residuos que interactian con el sustrato. (Tomado de Hinojosa-Ocafia, 2003).
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Activacion Alostérica

Todas las GNPDs animales estudiadas hasta ahora (incluida la humana), asi como la de E.
coli, son activadas alostéricamente por N-acetilglucosamina 6-fosfato (GIcNAc6P). En E.
coli, ésta se une al sitio alostérico para aumentar la afinidad aparente de la enzima por su
sustrato, la GIcN6P, A concentraciones saturantes de GleNAc6P, la GlcN6P desaminasa
presenta una cinética hiperbdlica. Este comportamiento es caracteristico de los llamados
sistemas K7, debido a que al incrementar sucesivamente la concentracién del activador, los
valores de Sy 5 disminuyen (efecto K), mientras que los valores de Vi no se modifican,
esto significa que el control alostérico opera por medio de la modificacién de la afinidad
aparente de la enzima por su sustrato sin cambio en su constante catalitica'’. En un sistema
K la activacién, ya sea homotropica o heterotropica, cambia la afinidad de la enzima por el
sustrato sin que se modifique la kcq, y por lo tanto, la Viux de la reaccion (Figura 8a). La
presencia del efector es suficiente para modificar la afinidad de la enzima por su sustrato y
a su vez el sustrato modifica la afinidad de la enzima por el efector'’. Por otro lado se
encuentran las desaminasas de animales, Lara Lemus y col. fueron los primeros en estudiar
desde el punto de vista cinético y regulatorio una GlcN6P desaminasa de mamifero. Su
trabajo sobre la desaminasa de corteza de rifidn de bovino demostré que ésta enzima
presenta una cinética alostérica poco comn; se comporta como un sistema ¥, en el cual el
valor de la k., se incrementa con la concentracion del activador alostérico y se acerca a
cero en ausencia de éste (Figura 8b). La enzima humana, A\GNPD-1, presenta una cinética
de activacién alostérica mas compleja debido a que el modulador alostérico es un fuerte
activador ¥, y un discreto inhibidor K, lo llamaremos activador, por ser el efecto

predominante. La inhibicién por sustrato y el efecto K negativo (aumento de Km aparente

con la concentracién del "activador”) se comportan como dos fenémenos independientes.

12
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Sistema k
0.75-
0.50
s>
0.25-
0.00- T T —
0 5 10 15
[GIcN6P] (mM)
Sistema V
40-
30-
o
> 904
10
0- 7 : )
0.0 0.5 1.0 15
[GlcN6P] (mM)

Figura 8. Cinéticas de activacién alostérica de las glucosamina 6-fosfato desaminasas a) de E.
coli, en donde la Ky, disminuye con la concentracién de activador (GlcNAc6P)
(sistema K tipico) y b) de higado de bovino, donde la V. ,, aumenta con la
concentracién de activador (sistema V tipico). (Tomado de Calcagno y col., 1984 y
Lara-Lemus y col., 1998).
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CONTROL ALOSTERICO

El control alostérico de algunos procesos quimicos y fisiologicos es esencial en las
funciones celulares, juega un papel importante en la regulacién metaboélica, en la respuesta
celular, expresion o represion de genes y comunicacion celular entre otras. La regulacién en
las propiedades de uni6én de una proteina alostérica puede describirse como un equilibrio

entre dos estados conformacionales diferentes: un estado T y un estado R (Figura 9).

Figura 9. Esquema de la transici6n alostérica provocada por |a unién de una molécula de activador.

En la transiciéon de un estado a otro participan cambios conformacionales a nivel de la
estructura cuaternaria, que promueven modificaciones locales en la estructura terciaria de la

unidad monomeérica, y alteran las propiedades de unién de ligandos®.

La transicién alostérica de T a R en la desaminasa ocurre cuando la GlcNAc6P se une al
sitio alostérico (Figura 9) o por la unién de sustratos al sitio activo. Las fuerzas que dirigen
la transicién, estdn asociadas a la unién del grupo fosfato como consecuencia de la

presencia de residuos cargados positivamente que provienen del médulo externo ¢ interno y
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del asa catalitica y que forman la estructura de sitio activo. Por lo que la unién del grupo

fosfato produce un rearreglo estructural que dispara la transicién alostérica.

El sitio alostérico tiene cargas positivas que se distribuyen a lo largo de ambas subunidades.
La presencia de cargas negativas del grupo fosfato genera atraccion entre el médulo externo
y dos monomeros vecinos. Una vez mas, esto genera el caracter rigido del médulo externo
que es esencial para generar la misma conformacion en el estado R, cuando la
transformacion esta dirigida por fuerzas aplicadas en cada una de las dos diferentes
regiones .de la molécula. Los cambios conformacionales no solamente afectan al
movimiento relativo del mddulo interno y externo, sino que se requiere de una delicada
regulacion electrostatica. En el estado T, el Glul48 neutraliza las cargas positivas en el sitio
alostérico, mientras que en el estado R el grupo fosfato del activador alostérico neutraliza la

carga y el Glu148 queda libre para girar hacia el sitio activo®,

Los cambios en la estructura cuaternaria son el resultado de cambios a nivel de la estructura
terciaria de cada subunidad, que estdn asociados a la unién del sustrato o del efector
alostérico. Los cambios conformacionales del conformero T a R se describen como un
movimiento relativo de dos entidades rigidas dentro de cada mondémero, que modifican el
sitio activo. Sin embargo, la conformacion capaz de unir al efector alostérico sélo es
generada en el conférmero R. Por lo menos dos diferentes mecanismos desencadenan este

proceso, uno desencadenado por el sito catalitico y otro en el sitio alostérico.

Modelo concertado de Monod-Wyman-Changeux (MWC)
El modelo postula que:
1. Las proteinas alostéricas son oligémeros de monémeros que estan asociados de tal

manera que ocupan posiciones equivalentes. Esto implica que la molécula posee al

menos un eje de simetria.
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2. Cada subunidad en la proteina es capaz de existir en dos estados conformacionales,
que se llaman T (tenso y menos afin al sustrato) y R (relajado y mas afin al

sustrato), ain antes de que se adicione un compuesto capaz de unirse (Figura 9).

3. Todas las subunidades del oligomero de proteina estin en la misma conformacion,
ya sea todas en T o todas en R. Los estados mixtos no se generan debido a que las
subunidades en distintos estados (T o R) tienen interacciones poco favorables. Las
dos formas conformacionales de la proteina estdn en equilibrio en ausencia de
moléculas unidas (Figura 10), por lo que el equilibrio (tendiente a T) se rompe por

la adicién de estas moléculas (generalmente el equilibrio se desplaza hacia R).

4. Las constantes de asociacién de una molécula ligable para las forma T y R son

diferentes, porque son estructuralmente distintas.

5. Cuando una proteina alostérica va de un estado al otro, se conserva la simetria
molecular. El modelo MWC, también propone la existencia de tres clases de
comportamientos que pueden esperarse en los sistemas alostéricos.

a) Sistemas K: la unién de un efector a la enzima cambia la constante de
afinidad por el sustrato. Ya que tanto el activador como el sustrato tienen
diferentes afinidades por las formas T o R, la presencia del efector
modificar la afinidad aparente de la proteina por el sustrato, pero sin
afectar la Vg de la reaccion.

b) Sistemas V: el sustrato tiene la misma afinidad por los dos estados. De
esta manera, la unién del efector no modifica la afinidad de unién
aparente del sustrato, pero produce un cambio en la Vi Si el efector
tiene afinidad méxima por la forma activa (R) o por la inactiva (T),
funcionara como una activador (sistemas V positivos) o como inhibidor
(sistemas V negativos). El sustrato no funciona como activador en
ninguna concentracion.

c) Sistemas mixto K-V: Todos los sistemas que no son completamente V o

K.
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Figura 10. Representacién esquemética de los equilibrios involucrades en el Modelo MWC.
(Tomado de Segel, 1975).
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Utilizando este modelo (Figura 10), se pueden hacer varias afiraciones'®:

°
L

En un sistema alostérico enzimatico K, un efector debe mostrar interacciones
cooperativas homotropicas.

En aquellos sistemas en que el sustrato tiene la misma afinidad por los dos estados,
el sustrato no muestra interacciones cooperativas homotrépicas.

El cambio conformacional es debido a la diferencial de energias de unién entre los
dos estados.

El modelo MWC hace predicciones simples basindose en sélo dos pardmetros
fisicos: la constante de equilibrio o constante alostérica, L, que representa la
relacién de los estados T a R en ausencia de cualquier molécula ligable (L=/T,] /
[Ro]) y el coeficiente de union no exclusivo, ¢, que es la relacion de las constantes
de disociacién de los estados R y T (¢= KT/KR).

Este modelo no puede explicar la cooperatividad negativa.

La ecuacion derivada para el modelo de MWC es la siguiente'g.

kan[E]{Lca (1+co)™ +a(l+o)™"}

L (l+ca)” +(1+)”

Donde o.= Kg/[S], L=[To]/[Rel y c= Kr/Kr

El modelo de MWC define también las propiedades de los sistemas alostéricos:

1)
2)

Las proteinas alostéricas son oligoméricas.
Las interacciones alostéricas estin relacionadas con alteraciones en la estructura

cuaternaria de las proteinas (como alteraciones en la unién entre las subunidades).
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3) Mientras que los efectos heterotrépicos, pueden ser tanto positivos como negativos
(activacion o inhibicién), los efectos homotropicos son siempre positivos.

4)  Muy pocos sistemas alostéricos presentan solamente efectos heterotrépicos. En
otras palabras, los efectos cooperativos homotrépicos se observan invariablemente
para al menos una de las moléculas ligantes del sistema.

5) Las condiciones, los tratamientos o las mutaciones que alteran las interacciones

heterotrépicas, también pueden alterar las homotrépicas.

Control alostérico de la EcGNPD

Se conoce la estructura de la forma R de la enzima de E. coli, a partir de datos
cristalogréaficos de difraccién de rayos X a 2.1 A. Se resolvieron los complejos enzima-P
(fosfato inorganico ocupando los sitios activo y alostérico), enzima-GlcNAc6P y enzima-
2-amino-2-desoxi-D-glucitol-6-P (GlcN-ol-6P). Este ultimo ligando es un inhibidor sin
salida, que ocupa el sitio activo'®. Més recientemente se obtuvo el modelo de la forma T a
2.2 A de resolucion, en ausencia de ligandos®'. La estructura de la forma R y sus complejos
muestran inequivocamente los sitios alostérico y activo de la enzima. La comparacién de la
conformacion R con la forma T demuestra ¢l cambio global que experimenta la proteina en

la transicidn alostérica (los PDB’s de las formas Ry T son 1FRZ y 1FS6, respectivamente).

La enzima tiene 6 sitios alostéricos, los cuales se encuentran en los espacios entre las
subunidades que forman cada trimero. De este modo, los sitios de unién del activador
alostérico se encuentran formados por dos mondmeros vecinos. Este hecho hace notar que

se establecen contactos importantes entre subunidades al unirse éste ligando.

Se considera que la GIcNAc6P se une exclusivamente al estado R (estado de mayor
afinidad por los sustratos) y el tinico capaz de unir al activador. Ambos efectos, la

cooperatividad homotrépica y la activacién por GIcNAc6P en la GIcN6P desaminasa
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pueden explicarse satisfactoriamente en el marco del modelo de Monod-Wyman-Changeux
(MWC). El modelo de MWC es esencialmente un modelo en equilibrio y su aplicacién en
procesos cinéticos es posible bajo la suposicién de que la enzima tiene una cinética en
equilibrio répido y no una cinética en estado estacionario. Sin embargo, para sistemas

unirreactantes no hay diferencia entre equilibrio y estado estacionario®.

Sitio Alostérico

En el conférmero T, los residuos del sitio alostérico no se encuentran en posicion correcta
para unir la GIcNAc6P. En esta conformacién, el grupo amino terminal estd a mas de 10 A
de los residuos Argl58 y Lys160 de la subunidad adyacente y se une por un puente de
liidrégeno al oxigeno carbonilico de la Alal50 de la subunidad vecina. El sitio alostérico se
encuentra ensanchado en el conférmero T; en esta region se acumulan cargas positivas que

son neutralizadas con la uni6n del grupo fosfato de la GIcNAc6P en el conférmero R.

Se puede describir el sitio alostérico de la GlcN6P desaminasa (Figura 11) en el
conférmero R, el fosfato de la molécula del activador alostérico se liga de la misma forma
que el fosfato inorganico: presenta contactos mediante puentes salinos con Argl58 y
Lys160 y por puente de hidrégeno al nitrégeno de la cadena principal del residuo 152 y al
Ot de la Ser 151'%. La unica interaccion del grupo fosfato con la subunidad adyacente es
por un puente de hidrégeno al grupo N-terminal, el cual se encuentra desprotonado durante
la transicion alostérica, la protonacién de este grupo es responsable de la pérdida de

cooperatividad a pH 6 de la enzima®.
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GleNAcoP

Figura 11, Detalle del sitio alostérico de la GIcN6P desaminasa de E. coli. Se representan
los residuos importantes del sitio alostérico y en el centro, transparente, la
molécula de GlcNAc6P (Tomads de Lara-Gonzdlez, 2001).

En el sitio alostérico el dtomo O3 del activador alostérico se encuentra unido por un puente
de hidrogeno al carbonilo del esqueleto principal a nivel del residuo 1lel59. La parte
hidrof6bica del grupo acetilo se une por contactos de van der Waals con este residuo. La
densidad de electrones observada permite distinguir al anémero o del activador alostérico

como la forma que se une al sitio alostérico'>.

Un residuo importante en el sitio alostérico es la Tyr254, que interacciona por puente de
hidrégeno con el oxigeno carbonilico de la Thr161 en el conférmero R, mientras que en T
hace el mismo tipo de interaccion pero con la Prol149, por lo tanto, la Tyr254 funciona

como un interruptor””.,
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Otro residuo importante es la Tyrl21 que se encuentra asociada a cambios estructurales y

funcionales producidos por la uni6n del sustrato®.

El cambio conformacional alostérico provoca en cada mondémero dentro del hexamero una
rotacion de 13.1° alrededor de un sélo eje, paralelo al eje de simetria de orden tres y muy
cercano al residuo 197 de cada mondémero. El hexamero durante la transicion alostérica

presenta interacciones intermonoméricas limitadas a tres regiones:
1. Cercana al eje de simetria de orden tres, entre los residuos 216 y 232.
2. Cercaal eje de simetria de orden dos, entre los residuos 244 y 250.

3. En el sitio alostérico, ubicado entre mondmeros adyacentes“.

Sitio Activo

El sitio activo (Figura 12) se forma entre dos asas situadas en el extremo C-terminal de las
hebras B y E (Figura 7). 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 40-44'5. El inhibidor
competitivo se encuentra unido de forma extendida con su O5 apuntando hacia el Ne2 de la
His 143. Esta histidina est en contacto con el Odl del Aspi4l y el Oel del Glu. El residuo
Asp72 se encuentra orientado hacia el hidrégeno en C2 del azicar y hace un puente de

hidrégeno con el O1 del inhibidor.

22



Marco teérico

Figura 12. Detalle del sitio activo de la GleN6 P desaminasa. Se tra el inhibid petitivo
unido al sitie activo (Tomado de Lara-Gonzdlez. 2001).

ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS GlcN6P DESAMINASAS HUMANA Y DE E. coli
DESDE EL PUNTO DE VISTA DEL MECANISMO Y LA REGULACION

En el estudio cristalografico llevado a cabo con el conférmero R de la AGNPD-1. con el
sitio alostérico ocupado por el activador alostérico (GIcNAc6P) y el ion sulfato en el sitio
activo, en la que se resuelve la depsidad de una molécula del inhibidor sin salida, 2-amino-
2-desoxi-D-glucitol-6-fosfato (GIcN-0L-6P) en el sitio activo, se observa que el plegamiento
del monomero de la AGNPD-1 tiene unas pequefias diferencias con respecto a la
desaminasa de E. coli (EcGNPD) ademas de la existencia de un large segmento no
homoélogo en el extremo C terminal (Tesis de doctorado de Rodrigo Arreola Alemon,
coédigo PDB 1D9T).
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En la enzima AGNPD-1 se presenta una nueva estructura compuesta por una hélice corta
(residuos 259-266) y una asa extendida (residuos 267 a 274); esta asa extendida constituye
un ancla para la hélice que comprende los residuos 249-266, la cual da soporte al asa 240-
249, responsable de las interacciones entre los monomeros cercanos al eje de orden 2 del
hexamero. El ancla en el extremo C-terminal de la enzima de E. coli, es mucho mas flexible
que la que se presenta en la AGNPD-1 y pudiera ser una de las determinantes estructurales

que generan las diferencias en el comportamiento alostérico entre la enzima humana y la de
E. coli.

Sitio activo

En relacion al sitio activo, las diferencias entre la enzima #GNPD-1 y la desaminasa de E.
coli se localizan en las asas que unen al sustrato, en particular, en la tapa del sitio activo

(residuos 162-182) y en el asa de union del fosfato (residuos 41-44).

Un anélisis detallado en las 6 cavidades de sitio activo en los diferentes monémeros de
AGNPD-1 muestran un ion sulfato y una molécula de GleN-ol-6P (el inhibidor competitivo)

en cada sitio activo, ambas moléculas en conformaciones alternadas.

Los residuos en el sitio activo de éstas dos enzimas estdn altamente conservados, con
excepcién de la Serina 43 que es glicina en E. coli. La cadena lateral de ésta est4 colocada
en posicién para construir un puente de hidrégeno con el fosfato del inhibidor (o el ion
sulfato) en la enzima humana. Ademas la Serina 43 esta localizada en el asa de unién al
fosfato (residuos 41-44) que es una de las pocas regiones donde aparecen diferencias entre
la enzima humana y la bacteriana (Figura 13). El residuo serina 43 también aparece en
buena posicion para unir arginina 172, que es un ligando del substrato y por lo tanto capaz
de competir por el substrato con éste residuo, conduciendo a un cambio conformacional de

la tapa del sitio activo (residuos 162-185). En las densidades electrénicas se aprecian ambos
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rotimeros de la cadena lateral de Ja Serd3, la orientada hacia el fosfato y la orientada hacia

la Argl72.

Es importante mencionar que el residuo Serina 43 se encuentra altamente conservado en las

desaminasas de mamiferos.

Figura 13.

INNIDITEr
Ly=sZ4¥

Desorden conformacional en la tapa del sitio active encontrada en la desaminasa
humana (¢GNPD-1) en complejo con el inhibidor, las cadenas mostradas son: A
(cadena café), B (cadena roja) y F (cadena purpura). La Enzima de E. coli estd
representada en color verde., Las cadenas laterales de Arginina 172 y Phe 173
muestran un desorden conformacional en la tapa del sitio activo de la enzima
humana. El monémero A tiene conformaciones alternadas en la Ser 43 y Arg 172,
Las conformaciones alternativas de Serina 43 muestran diferentes interacciones,
una unida al fosfato del inhibidor (6 ién sulfato) también como 2 Arg 172 y la otra
unida sélo a Arg 172. Esta geometria no se conserva en la enzima de E. coli.
(Tomado de Arreola y col., 2003).
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Sitio alostérico

Cada hexamero de la enzima presenta 6 sitios alostéricos (uno por monoémero) y se
encontraron 6 moléculas de GIcNAc6P en las hendiduras entre 2 mondmeros. La estructura

del sitio es igual al de la enzima de E. coli"’.

Una diferencia parece ser la presencia de un puente de hidrégeno entre el oxigeno | del
activador y la His 262 del segundo monémero. La His 262 no estd presente en la
desaminasa bacteriana. La hendidura del sitio alostérico esta rodeada por estructuras
secundarias similares a las presentes en E. coli, excepto por la regién C terminal que en la
desaminasa humana es una cadena mas larga que contiene el nuevo ligando His262. Esto

hace que el sitio alostérico se vea mas estrecho que el de la enzima de E. coli.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enzima AGNPD-1 presenta una cinética de activacion alostérica -por GlcNAc6P-
distinta de la de su homologa en E. coli, la EcGNPD. Una diferencia importante entre éstas
2 enzimas radica en la presencia de un extremo C terminal (aminoécidos 267 al 289) en la
enzima humana, segmento que no presenta su enzima homoéloga en E. coli. Por lo anterior,
se plantea la pregunta de que papel juega este extremo C terminal en la cinética de

activacion alostérica de la AGNPD-1, asi como en la estabilidad de la enzima.
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OBJETIVOS

General:
Explorar la funcién del extremo C terminal (residuos 267 al 289) de la enzima

AGNPD-1 a partir del estudio de una mutante de esta misma, en la cual se interrumpira

la transcripcion en la posicion 268 (mutante 268fin).

Especificos:

- Realizar la expresion y purificacién de la mutante truncada 268fin.

- Realizar estudios cinéticos y de estabilidad de la mutante truncada 268fin.
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HIPOTESIS

Una caracteristica importante de la AGNPD-1 es la presencia de una serie de interacciones
en el segmento C terminal, entre los residuos 268 y 275, contactando con la hélice 1 y el
giro que une la hélice 2 con la hoja beta 3, en el médulo externo de la molécula. Estas
interacciones, que no existen en la enzima EcGNPD, pueden ser fundamentales en el
mecanismo de transmision de los cambios conformacionales entre las subunidades, en el
proceso de activacién alostérica. Podria suponerse que los mecanismos de acoplamiento
entre el sitio activo y el sitio alostérico sean diferentes en mamiferos y en bacterias y que

éstas interacciones jueguen un papel clave en la funcién de la enzima.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos quimicos:

Equipos:

Agar LB (Luria-Bertrani)
Caldo LB (Luria-Bertrani)

EDTA
Etanol
KCl
NaCl
NaOH
SDS
Tris-HCI
IPTG

Espectrofotometro
Espectrofotometro

Sonicador

Camara de electroforesis

HPLC
Centrifuga

(Difco)
(Difco)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)

(Varian-Cary400)
(U2000-Pharmacia)
(Cole Parmer)
(Hoefer)

(Waters)

{Beckman J-25])
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Resina de afinidad

La resina de cromatografia de afinidad por el sitio alostérico altamente especifica para la
GleN6P desaminasa fue sintetizada en este laboratorio y estd compuesta por moléculas de
GIcN6P unidas por el grupo amino al carbonilo de la N-6-aminohexanoil agarosa
(Sepharose 4B, Amersham-Pharmacia) para formar el ligando inmovilizado N-6-

aminohexanoil-GlcN6 P que es un analogo del activador alostérico, (GIcNAc6P).

Activador alostérico

El activador alostérico, la N-acetilglucosamina 6-fosfato (GlcNAc6P), fue preparado en
este laboratorio debido a su elevado costo comercial. Su sintesis consiste en la acetilacion
de la GIcN6P con anhidrido acético y su posterior purificacién por cromatografia de

intercambio i0nico como se describe en Montero-Mordn et al. (1998).

Material biologico

La cepa bacteriana de Escherichia coli, empleada para la expresion de proteina fue la
IBPC590, la cual se trabajo en colaboracion con la Dra. Jacqueline Plumbridge del Instituto
de Biologia Fisicoquimica de Paris, Francia. Esta cepa fue derivada de la JM101, en donde
se eliminG el gen nagB (gen de la Glucosamina 6-fosfato desaminasa) por insercién de un
casete de resistencia a kanamicina’. Otra caracteristica de ésta cepa es que es lacl” (no

contiene el gen /acl), por lo que expresa la proteina en forma constitutiva.
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Construccion de la mutante 268fin: Clonacion y expresion del gen que
codifica para la enzima truncada.

Con la colaboracién de la Dra. Jacqueline Plumbridge del Instituto de Biologia y
Fisicoquimica (IBPC Paris, Francia) se realizo la construccion de la mutante truncada en el
aminodcido 268 -mediante mutagénesis dirigida por oligonucleotido- convirtiendo un
codén de prolina en un codén de terminaciéon (UAA). Esta construccién se inserté en el
vector pTZ19R con el que se transformo la cepa de E. coli IBPC590. Esta cepa es lacl” (no
contiene el gen lacl), por lo que expresa la mutante 268fin en forma constitutiva. También
se utilizo la clasica cepa JM101, en la que la expresion se realiza bajo el control del
promotor /acl, por lo que requiere el agregado de IPTG al medio de cultivo. Ambas cepas
son Anag (no contienen el gen nag) por lo que la enzima en su forma silvestre no es
expresada. La seleccion de bacterias que incorporaron el plasmido se hizo utilizando medio
LB suplementado con ampicilina. Esto es posible, ya que las cepas contienen un vector
seleccionable, con un gen de resistencia a la ampicilina (amp"), que las hace crecer bajo las

condiciones expuestas.

A partir de éste trabajo se continué con el cultivo de las cepas y la purificacion de la

mutante truncada en la posicién 268.

Cultivo

Con las cepas portadoras del plasmido pTZ19R se sembraron masivamente 8 placas con
agar LBamp (medio Luria Bertani suplementado con ampicilina, 100pg/mL). éstas fueron
incubadas en estufa a 30°C, por 12 horas. La biomasa de las placas fue colectada e
inoculada en 2 litros de medio LBamp distribuidos en 8 matraces Erlen-Meyer de 500mL
de capacidad. Los matraces fueron incubados a 37°C con agitacién orbital a 200rpm,

durante 6 horas aprox. (hasta obtener una densidad optica >1, a 550nm). Utilizando las
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muestras anteriores para inocular, se hizo un escalamiento a 12 litros manteniendo las
mismas condiciones. La biomasa fue obtenida por centrifugacién en un rotor Beckman

JA1S5, a 5000rpm por 15 minutos.

Purificacion

La biomasa obtenida del cultivo se resuspendié en 250mL de KCl 0.15M frio y se
centrifugé a 5000rpm por 15 minutos. Este paso (lavado) se repiti6 .dos veces. El
precipitado se resuspendid en 50mL de un amortiguador de Tris 50mM pH 8 y EDTA
10mM, las células se rompieron por sonicacién a 4°C utilizando un sonicador marca Cole
Parmer, llevando a cabo 20 pulsos de 20 segundos con una amplitud de 40% a intervalos de
2 minutos entre ¢/pulso para evitar un calentamiento que podria implicar desnaturalizacién
de protefnas. La muestra se centrifug6 en un rotor Beckman JA-2550 a 15,000rpm durante
45 minutos. El precipitado (restos celulares) se descartd, mientras que el sobrenadante

(fraccidn soluble de la proteina) se aplicé a la columna de afinidad.

Cromatografia de afinidad

Para llevar a cabo la purificacién por cromatografia de afinidad (ver sintesis de la resina en
material), la columna se equilibré con 200mL de un buffer de Tris 50mM pH 8.2,
enseguida se aplicé la muestra (sobrenadante del sonicado) y posteriormente 200mL del
mismo buffer para el lavado de la columna. La enzima fue eluida con 20mL de una
disolucién de GIcNAc6P a una concentracién 15SmM (se utilizé el mismo buffer de
equilibrado como disolvente). Se colectaron fracciones de ImL en tubos de ensaye. A estas
fracciones se les realiz6 un ensayo rapido de actividad (cualitativamente), descrito en

Calcagno et. al. (1984). También, se realizaron espectros de absorcion a 280nm.
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Tabla de purificacion

Para realizar la tabla de purificacién se determiné la concentracion de proteina por el
“método del acido bicinconinico” y se verificé la actividad de la enzima 268fin en cada una
de las etapas del proceso de purificacién empleando el “método del Resorcinol” de Roe,
(1934).

Electroforesis

Se verificé la presencia de la enzima 268fin, en las distintas etapas de purificacion,
empleando geles de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS)
de acuerdo al método de Laemmli?®. Como marcador se utiliz6 la enzima pura EcGNPD
(WT de E. coli), la cual presenta un peso molecular aproximadamente igual al de la
mutante 268fin. La tincién del gel se realiz6 con azul de Coomassie R-250.

Conservacion

¢ En glicerol: Se colectaron las fracciones de la elucién donde se encontr6 la enzima
y se dializaron contra 2L de un buffer de Tris SOmM pH 8.2 durante toda la noche,

Posteriormente, Ja muestra se concentré en 200mL de glicerol durante 2 horas.
¢ En Sulfato de amonio: La enzima en su fraccién soluble (elucién) se precipitd con

sulfato de amonio al 70% de saturacién (equivalente al 50% P/V). ésta muestra se

conservé a 5°C.
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Estabilidad

Enzima en glicerol: Se inyectaron 250uL de la enzima conservada en glicerol a
una columna de exclusion molecular HR 10/10 Shephadex G-25 (Pharmacia
Biotech). Esta columna fue equilibrada previamente durante 1 hora con una mezcla
de Tris 80mM pH 7.7 y KCl 80mM (proporcién 9:1) utilizando una velocidad de
flujo de 0.5mL/min. y una presién méaxima de 500psi. El cromatograma se muestra

en Jos resultados.

Enzima en sulfato de amonio: La enzima se desal6é en una columna de exclusion
molecular HR 10/10 (Superose, Amersham-Pharmacia) y luego se paso por una
columna Hi-Trap (Amersham-Pharmacia) en la que inmovilizamos fosfatasa
alcalina. Esto tiene por finalidad la eliminacién de la GIcNAc6P, para ello se
centrifugd 1mL de muestra a 15,000rpm durante 15 minutos, posteriormente, el
botén (pp.) se resuspendié en ImL de Tris 50 mM pH 8.2, ésta fraccion se inyect6 a
la columna de exclusion bajo las mismas condiciones inmediatamente y a las 72
horas después de quitarle el sulfato de amonio. El cromatograma se muestra en los

resultados.

Determinacioén de la velocidad de reaccién enzimatica

La determinacidn de la actividad en velocidades iniciales de la enzima 268fin se realizd en

la direccion de la formaciéon de Fru6P, para ello la enzima se desalé en una columna de

exclusion molecular HR 10/10 (Superose, Amersham-Pharmacia) y luego se paso por una

columna Hi-Trap (Amersham-Pharmacia) en la que se inmoviliza fosfatasa alcalina. Esto

tiene por finalidad la eliminacién de la GlcNAc6P. La concentracién de la enzima fue

calculada mediante su absorbancia a 280nm en agua, usando la absortividad molar
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conocida de la EcGNPD (£=0.202). Se utilizaron mezclas de reaccién de 200ul. que
contienen Tris-HC1 100mM pH 7.7, EDTA 25mM vy concentraciones variables de sustrato
(GleN6P). Las velocidades iniciales se calcularon bajo diversas condiciones de reaccidn, en
ausencia y en presencia de diferentes concentraciones de activador alostérico (GIcNAc6P):
0,0.1, 15,0.2, 0.3 y 0.5 mM. Las reacciones fueron iniciadas por la adicion de la enzima y
las mezclas se incubaron a 30°C. Estas se interrumpieron a los 20 minutos con la adicion de
2mL de HCl 10M. La concentracién de fructosa se determind con la adicién de 0.5mL de
Resorcinol, incubando por 10 minutos a 70°C. Después de enfriar a temperatura ambiente
se hacen las lecturas espectrofotométricas a 512nm comparadas con una curva patrén de
fructosa; como se describe en Calcagno et. al (1984), ver protocolo en el anexo. Las
reacciones se llevaron a cabo cuidando que se convirtiera menos del 5% del sustrato inicial.

Todos los ensayos se realizaron con una concentracion de enzima de 15nM.

Ajuste cinético

Los datos fueron analizados por regresion no-lineal utilizando el programa Prism for

Macintosh Version 3.0cx ©2002, y se ajustaron a la siguiente ecuacion:

Vo=(VS)/ (Km+S +SYK)

En donde: Vj es la velocidad inicial, S es la concentracion de sustrato (GlcN6P), K, es la

constante de Michaelis y K; es la constante de inhibicion.
Esta ecuacién corresponde a una funcion hiperbdlica con caida, la cual describe el proceso

de unién del substrato a la enzima, més la constante de velocidad de formacion de producto

y la constante de inhibicién por producto.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo

El nivel de expresion fue adecuado y esencialmente el mismo empleando las 2 cepas, la

IBPC 590 (cepa constitutiva) y JM101 (cepa no constitutiva). La expresion fue suficiente

como para permitir la purificacion de enzima en la escala de decenas de miligramos.

Esquema de purificacion

El método de purificacion de la enzima 268fin implicé pérdida de cierta cantidad de enzima

en cada una de las etapas. En la siguiente tabla se muestran los rendimientos de cada una de

éstas durante el proceso de purificacién.

Tabla 1. Tabla de purificaciéon de la mutante truncada 268fin.

PROTEINA (totales) ENZIMA (268fin)
Volume: C Protefna Conc Actividad Total de Rendi- Factor de
olumen one. total one. especifica enzima miento purificacion
mL mg/mL mg UVmL  UUmg (x107) ul %
Extracto crudo
(Sonicado) 92 52.28 4 809 0.1649 3.15 15.18 100 1

Sobrenadante del

sonicado 75 35.62 2671 | 01538 431 1153 76 1.36
Cromatografia de 9 239 21.56 | 03863 1612 347 23 51.1
afinidad: Elucién
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La elucién de la enzima se colectd en fracciones de 1mL. Cada una de éstas se encuentran
representadas por una curva en la Grafica 1 en donde se observan picos a 280nm,
aproximadamente. longitud de onda a la cual absorbe la proteina de interés (268fin).
También se observan varias fracciones con absorbancias mayores a 1 lo que significo la
disposicién de una gran cantidad de enzima para los ensayos que precedieron, tomando en
cuenta la relacion c(pg/mL)y=A/be, doénde: A, absorbancia; b=1 y &, es el coeficiente de
absortividad molar conocido de la EcGNPD, que es de 0.2020.

Fracciones con mayor
concentracién de enzima

Figura 14. Espectros de absorcién de las fracciones de la eluci6n. Se observan
2280nm, los picos correspondientes a la enzima purificada 268fin
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Electroforesis

La presencia y la pureza de la mutante 268fin se verificaron mediante geles de PAGE-SDS
en las diferentes etapas del proceso de purificacion, desde la produccion en placa hasta que
la enzima es eluida de la columna de afinidad. Para ello, se utiliz6 a la EcGNPD como
referencia de peso molecular (marcador). En la figura 2, se observa el monitoreo que se
llevo a cabo empezando por el extracto crudo o sonicado que es en donde se encuentra el
contenido celular (fragmentos celulares, proteinas plasmaticas, etc.) ademas de la enzima
de interés (268fin). También se observa la presencia de la enzima (ademas de otras
proteinas de diferentes tamafios) en el sobrenadante del sonicado, precipitado del sonicado
y en Ja fraccion de la elucion lo que indico -hasta este paso- el éxito del proceso. Cabe
resaltar que una cantidad de enzima se pierde en el precipitado del sonicado y en el frente
de la elucion. Finalmente, en el carril 6 se observa una sola banda (correspondiente a la
enzima 268fin) con la misma movilidad electroforética que h de referencia, indicando que

se llevd a cabo una purificacién total.

| 1 2 3 4 5 6 7
'? 1 i 2681in

i Rel. y Ref.
{ ' |

Figura 15. Gel PAGE-SDS de las distintas fracciones del proceso de purificacién de la mutante
268fin. En los carriles 1 y 7 se observa la enzima pura EcGNPD, en el 2 el extracto
crudo o sonicado, en el 3 el precipitado del sonicado, en el 4 el sobrenadante del
sonicado, en el 5 el frente de la columna de afinidad y en el 6 la elucién
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Conservacion

En glicerol: Las fracciones que contenian a la enzima se dializaron contra un buffer de

tris 50mM pH 8.2 y se concentraron en glicerol.

En sulfato de amonio: Las fracciones que contenian la enzima con absorbancia mayor
a 1 se pudieron conservar mediante precipitacién con sulfato de amonio al 70% de

saturacion (equivalente al 50% P/V).

Estabilidad

Enzima en glicerol: la enzima no es estable en glicerol, en los cromatogramas se
observa disociada, predominando la forma monomérica. El cromatograma de exclusion
molecular indica un tiempo de retencién de 32 minutos para la forma hexamérica y 60
minutos para la forma monomérica. (Figura 16). Cabe resaltar que la enzima fue
inyectada a la columna de exclusién molecular 48 horas después de ser eluida de la
columna de afinidad observando que después de éste tiempo hay una disociacion
evidente de la proteina, casi en su totalidad. A partir de éstos resultados se descart6 la

posibilidad de hacer ensayos cinéticos con la enzima conservada en glicerol.

Enzima en sulfato de amonio: la enzima es estable en sulfato de amonio ya que
conserva su forma hexamérica casi en su totalidad (Figura 17). De igual forma se
mostré la estabilidad de la enzima 72 horas después de no estar precipitada con sulfato

de amonio.
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Figura 16. Cromatografia de exclusién molecular de la enzima 268fin conservada
en glicerol. Se observa a los 32 min. la fraccién del hex4mero, y a los 60
minutos la fraccién del monémero.
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Figura 17. Cromatografia de exclusién molecular de la enzima 268fin conservada en
sulfato de amonio. Se observa un solo pico correspondiente a la enzima
en su forma hexamerica.
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Conjuntamente con los estudios de cromatografia de exclusién molecular, se realizé una

prueba para verificar la estabilidad de la enzima a la temperatura. Lo anterior fue para

confirmar la integridad -y por ende la funcionalidad- de la enzima durante los ensayos

cinéticos. La prueba consistié en incubar las enzimas AGNPD-1 (ya purificada) y 268fin a

40°C (temperatura un poco superior a la de los ensayos cinéticos) durante 2 horas

realizando mediciones de absorbancia a 512nm cada 10 minmutos. El resultado obtenido

fue que no hay un cambio drastico en las absorbancias de las enzimas después de 2 horas de

incubacién a 40°C, demostrando asi, que la enzima conserva su estructura durante este

tiempo.
Silvestre 268fin
0.8 0.8
o.71 0.74
0.6 1 1
0.6 _._!l I .y
o 0.5 i ¥ 0.5
2 Cofeg L S| 8
< 044 " " " . < 0.4
0.3 0.3
0.2 0.2
0.14 0.1
0.0 T T T T T 1 0.0 T T T T T al
0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150

Tiempo (minutos)

Tiempo (minutos)

Figura 18. Grificos que muestran ¢l cambio de absorbancia (a 512nm) de las enzimas
hGNPD-1 y 268fin incubadas a una temperatura de 40°C durante 2 horas.
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Estudios cinéticos

La mutante truncada 268fin expresada en E. coli presenta el mismo comportamiento que la
enzima silvestre (#GNPD-1) respecto a la forma de activacion alostérica por la M-
acetilglucosamina 6-fosfato, GIcNA6P (Figura 19). Ambas enzimas muestran un
incremento en la k., con la concentracion de activador alostérico y en ausencia de éste
exhiben una actividad catalitica muy baja. Presentan concentraciones saturantes a 0.5mM
de activador y una disminucion de su actividad (inhibicién) a concentraciones crecientes de
sustrato. Los graficos de velocidad contra concentracion de sustrato a diferentes
concentraciones del activador -incluso saturantes- presentan un minimo de cooperatividad

positiva, que no parecen modificarse con la concentracién creciente de éste.

Por lo anterior, es evidente que la enzima 268fin presenta una cinética muy semejante a la
AGNPD-1, sin embargo, se observan ciertas diferencias en algunos par&metros cinéticos.
Por ejemplo, para la mutante truncada, hay una disminucién en la K y en la
cooperatividad (39.2s? y A=2.1) en relacién con los valores obtenidos para la enzima
silvestre (46.8s" y h=2.35). Por otro lado, la afinidad por el activador es semejante para
ambas enzimas teniendo un valor de K3=0.21mM para la mutante y de K3=0.15mM para la

silvestre.
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» Sin activador
+ 0.1 mM GIcNAc6P
+ 0.15
v 0.2
+ 03
= 0.5
1
[GicN6P]  (mM)
Figura 19. Patrones de velocidad inicial vs tracién & sustrato para la mutante truncada

268fin. Se obtuvieron curvas a diferentes concentraciones de activador alostérico y en
ausencia de éste.
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A. Cinética de AGNPD
1.0 . .
= Sin activador
0.8- ¢ o o s+ 0.1 mM activador
: : v 0.15
— 067 g . ' 0.2
Im v
= 0.4 s 0.3
£ . . s o 0.5
o 0.2
>
» - »
0.0 ¥ T T T
0 2 4 6 8
[GEN6P] (mM)

B. Cinética de EcGNPD

T ['ut'-udo.—]

2 4 6 8 10 12 14
[GIcN6P]  (mM)

Figura 20.

Patrones de velocidad inicial vs concentracién de sustrato a diferentes concentraciones
de activador alostérico y en ausencia de éste para: A, enzima AGNPD-1 y B, EcGNPD.
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A partir de los resultados y discusiones anteriores de las curvas velocidad-sustrato a
diferentes concentraciones fijas de GIcNAc6P se pueden hacer algunas afirmaciones
importantes:
1) No se observa reaccién en ausencia de GIcNAc6P. El modulador alostérico se
comporta como un activador esencial.
2) No se observa cooperatividad; las curvas muestran una cinética Michaeliana
modificada, con inhibicién por sustrato.
3) La 268fin presenta una cinética de activacion alostérica semejante a la AGNPD-1
silvestre debido a que el modulador alostérico es un fuerte activador ¥, y un
discreto inhibidor XK. Lo llamaremos activador, por ser el efecto predominante. La

inhibicién por sustrato y el efecto X negativo (aumento de K aparente con la

concentracion del activador) se comportan como dos fenémenos independientes.

4) La inhibicién por sustrato aumenta con la concentraciéon de GlcNAc6P.
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CONCLUSIONES

El sulfato de amonio resulté ser un excelente conservador y protege a la enzima de la

disociacion de tal forma que fue posible estudiarla y caracterizarla cinéticamente.

Las pruebas de estabilidad realizadas en la AGNPD-1 silvestre y AGNPD-1 268fin
demuestran que no existe una diferencia significativa en la actividad de éstas 2 enzimas por

lo que se descarta que el segmento C-terminal 268-289 tenga un papel relevante en ésta
funcién.

A diferencia de la EcGNPD, la AGNPD-1 268fin presenta una cinética alostérica compleja.
Se descarta que las propiedades alostéricas caracteristicas de la AGNPD-1 se expliquen por

la existencia del segmento C terminal 268-289.

Los residuos en el sitio activo de éstas dos enzimas estan altamente conservados, con
excepcion de la Serina 43 que es glicina en E. coli. La cadena lateral de ésta esta colocada
en posicion para construir un puente de hidrégeno con el fosfato del inhibidor (o el ion
sulfato) en la enzima humana. Ademas la Serina 43 est4 localizada en el asa de unién al
fosfato (residuos 41-44) que es una de las pocas regiones donde aparecen diferencias entre
la enzima humana y la bacteriana, por lo tanto el cambio en éste residuo podria explicar las

diferencias en la cinética alostérica observadas entre éstas 2 enzimas.
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ANEXO

1. Protocolo de ensayo cinético de la enzima 268fin (mutante truncada):

Protocolo de cinética: enzima 268fin
Concentracién de activador alostérico
:,‘;", ((m") Agua | Sustrato® | Mezdla? | Enzima’ (mM)
: 0 [o01]o1s]o02f03] 05
Resulta
Volumen (L) Absorba:;;sdaoglznm
1(0.10| 120 | ((z0 | 50 | 10 0.0 004800 | 00500 | 005500 | 0.05600 | 0.05200
2|0.25| 9 ((so)) | so 10 0.0 014100 | 0.1270 012300 | 0.12200 | 0.12400
310.50]| 40 |((100))| 50 10 1.0e-03 | 026500 | 02310 | 026200 | 027000 | 0.25100
4(1.00| 120 (20) S0 10 | 2.0e:03 | 027116 | 05620 | 047200 | 054900 | 0.50400
5|1.50( 110 (30) 50 | 10 0.0 025000 | 05450 | 071100 | 0.82600 | 0.79700
6(2.00| 100 (40) 50 10 0.0 0.19900 | 0.4170 | 0.68200 | 1.00000 | 1.08800
713.00| 8o (60) | 50 | 10 00 0.17100 | 03750 | 066900 | 1.01400 | 1.08500
8(4.00] 60 (80) 50 10 | 3003 | 012900 | 02940 | 054600 | 096900 | 1.i4993
915.00| 40 | (100) | 50 | 10 | 10e03 | 011500 | 02810 | 044200 | 0.88300 | 1.10518
10/ 6.00| 20 | (120) | 50 | 10 00 008200 | 02280 | 045300 | 0.79700 | 1.05800
11| 750 | 125 15 50 | 10 0.0 | 007600 | 02100 | 040100 | 0.78700 | 1.02400
12/10.00| 120 20 s0 | 10 00 | 006100 | 01710 | 031300 | 053100 | 057100 ‘
13[12.50( 115 25 50 | 10 | 1.0e03 | 006100 | 0.1450 | 028400 | 051000 | 0.85100 ‘
1. PREPARACION DEL SUSTRATO 3. PREPARACION DE LA ENZIMA

Pesar 0.0283g de GIcN6P y disolver en 1000pL S La enzima se utilizé a una concentracién 15nM.
de agua destilada.
Mezchar 100y de la disoluci6n sntcrior con ©®
de
M 10 doTa Gsaocin mierr o0 | () CURVA PATRON DE FRUCTOSA
3. B Vol. Vol .
- - T No. de (Prue] Absorbancia
Mezclar d:ooul,dell disolucion anterior con «Wsm who (M) J ?:Q' m::s; I $178m
Blanc
2. PREPARACION DE LAS MEZCLAS o 0 | 200 9 0
[Activador] ris i
s e EfusTi oL
Volumen en pL/tubo § 0;15 :ZO = 0.06?)
0 20 20 1] 10 :
0.1 20 20 | 02 9.3 4 0.50 100 100 0.127
0.15 20 20 0.3 9.7 5 0.75 50 150 0.187
St [elmlel=l o
05 30 ]' = *Fructosa estdndar (St.): mezctar 10pL de fructosa
. 20 0 |90 100mM y 990uL de agua.
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2. Protocolo de ensayo cinético de la enzima AGNPD (enzima silvestre):

Protocolo de cinética: enzima #GNPD

Concentracion de activador alostérico
ovvo| Gyt Aua | sustranet | Merca | Evaima® (mM)
0 [01]015[02] 03] 05
Resultados
Volumen .
(bt Absorbancias a 512nm
1]0.10| 120 | ((20)) | 50 | 10 | 0000 0.013 0.016 0.024 0.023 0.036
210.25( 90 | (500 | 50 10 0.010 0.025 0.02t 0.027 0.022 0.036 °
3(0.50| 40 |(1o0))| 50 | 10 | o015 0.030 0028 0031 0.026 0032
411.00| 120 | (20) | 50 | 10 0.069 0033 0.047 0036 0.042 0.039
5|1.50| 110 | 30) | 50 | 10 0.000 0.044 0.048 0.043 0.051 0.072
6|2.00( 100 | (40) [ 50 | 10 | 0000 0.113 0.107 0.114 0.108 0110
7[3.00] 8o | (60) | SO | 10 | o0l0 | 0.9 0199 0208 0201 0200
8(4.00( 60 (80) 50 | 10 0.000 0.305 0.351 0379 0381 0.397
9]5.00| 40 (100) | 50 10 0.070 0.341 0519 0.543 0.552 0.573
10{6.00| 20 | (120) | 50 | 10 | o005 0390 0.548 0614 0733 0761
11} 7.50 | 125 15 50 | 10 | 0.000 0351 0.546 0.669 0.753 0810
12/10.00| 120 20 50 | 10 | oos0 | 0349 0.569 0654 0811 0874
13|12.50| 115 25 50 | 10 | o000 0412 0528 0.661 0.752 0.853
1. PREPARACION DEL SUSTRATO 3. PREPARACION DE LA ENZIMA
Pesar 0.0283g de GleNGP y disolver en 1000pl. S La enzima se utilizd a una concentracién 15nM.
de agua destitads.
Mezclar 100pL de la disolucién anterior con S
e S
Mezxlar 100pL. de I disofucién anterior con ) CURVA PATRON DE FRUCTOSA
W L No de (Fruc ] i Vol Abeorbancis ¢
Mezclar 100pl1. de la disolucién anterior con S e | (mM) Apn Frocton St I s
900y de ague. {sm o | e
Bla
2, PREPARACION DE LAS MEZCLAS o.| O 200 0 0.000
lml i 1 BOTA | b | Apa 1 | 005 | 190 10 0.012
-t 2 | 0125 | 175 25 0.020
Volumen en pL/tubo
0.1 20 20 0.2 9.8 4 0.50 100 100 0.090
0.15 20 20 0.3 9.7 .5 0.75 50 150 0.134
g§ gg ig gz 32 6 | 100 o | 200 0.191
e . ~ “Fructosa estindar (St.): mezclar 10pL de fructosa
05 |1 20 [ 20 [ 1.0 [ 90 100mM y 990uL. do sgn.
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