0oL 7P

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE CIENCIAS

ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS ENZIMAS GlcN6P
DESAMINASA BACTERIANA Y HUMANA DESDE EL
PUNTO DE VISTA DE SU MECANISMO Y REGULACION

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(ORIENTACION BIOLOGIA EXPERIMENTAL)
FRESENTA

LAURA ILIANA ALVAREZ ANORVE

DIRECTOR DE TESIS: DR. MARIO LUIS CALCAGNO MONTANS

= ’A—\ =5
ik

[ TESISCON
|FALLADE ORIGEN|  ovco o

A "; % ,_':“ 1 )\_;f ::'-’\J 3
‘ﬁ‘h S 5 NOVIEMBRE 2005
E ¥Aa
i, U955 >

035‘0022 COORDINACION



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UN M X 5 COORDINACION

¥\ A 1 i
SR NA AN

Ciencias Bioldgicas

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Biologicas, celebrada el dia 14 de febrero del 2005, se acordd poner a su
consideracion el siguiente jurado para el examen de grado de Maestria en Ciencias Biologicas (Biologia
Experimental) del(a) alumno(a) ALVAREZ ANORVE LAURA ILIANA con namero de cuenta 82266161 con la
tesis titulada: Estudio comparativo de las enzimas GIcN6P desaminasa bacteriana y humana desde el
punto de vista de su mecanismo y regulacion, bajo la direccion del(a) Dr. Mario Luis Calcagno Montans.

Presidente: Dra. Luisa Alvarina Alba Lois
Vocal: Dr. Edmundo Chavez Cossio
Secretario: Dr. Mario Luis Calcagno Montans
Suplente: Dr. Ismael Bustos Jaimes
Suplente: Dr. Alejandro Sosa Peinado

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
‘POR MI RAZA HABLARA EL

c.c.p. Expediente del interesado

Edif. de Posgrado P.B. (Costado Sur de la Torre I de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 México, D.F.
Tel: 5623 0173 Fax: 5623 0172 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS:

De manera muy especial a mi querido director de Tesis el Dr. Mario L. Calcagno por la acertada
direccion de éste trabajo, por el apoyo incondicional y la confianza que me brind6, por su
inagotable paciencia, por compartir su tiempo y su entusiasmo, por todo lo aprendido durante
estos afios pero sobre todo por su disponibilidad para apoyar a todos los que hemos necesitado
de él y ser un ejemplo de calidad humana y guia para todos sus compaiieros de trabajo.

Mi més sincero agradecimiento a los demds miembros del jurado por sus valiosos comentarios y
sugerencias a éste trabajo.

al Dr. Edmundo Chavez Cossio

a la Dra. Luisa Alvarina Alba Lois

al Dr. Alejandro Sosa Peinado

al Dr. Ismael Bustos Jaimes

a la Universidad Nacional Auténoma de México.



DEDICO ESTA TESIS:

A DIOS

Por ser la gran base en donde se posan todos los valores de mi vida.

A MIS PADRES

Quienes me han dado los principios para seguir adelante en la vida.
Quienes me han apoyado en las decisiones trascendentales.

Quienes me han permitido elegir y construir mi camino.

A quienes agradezco el poder estar aqui y que con amor supieron fijar
en mi el seguir luchando y siempre seguir.

A quienes debo conocer el camino del esfuerzo y dedicacion.

A quienes dedicaré ahora y siempre todo mi esfuerzo.

A MIS HERMANAS
Con quienes he compartido grandes momentos y caminado juntas en
ésta vida y con el deseo de que triunfen en todos sus esfuerzos.
A MIS AMIGOS
Todas aquellas personas especiales cuyos nombres no necesito mencionar
y que han compartido a lo largo del tiempo diversas etapas de mi vida.
A MIS COMPANEROS DE TRABAJO
Por las cosas que hemos aprendido y compartido juntos.
Por su importante y constante ayuda.
Por su inestimable apoyo en todo momento, pero sobre todo

por su valiosa amistad y ayuda desinteresada en cosas que van mas alld de
una tesis.

A una persona muy especial que me ha apoyado en todo momento y con
la cual he compatido momentos maravillosos, a t{ Carlos.



RESUMEN.

La enzima glucosamina 6-fosfato desaminasa (EC 3.5.99.6) cataliza la conversion reversible de
la D-glucosamina-6-fosfato (GIcN6P) en D-fructosa 6-fosfato (Fru6P) y ion amonio y es una
enzima clave en la regulacién del catabolismo de los aminoaziicares en varias especies. No
obstante que esta enzima ha sido principalmente estudiada en microorganismos [Midelfort C. y
Rose 1. A 1977; Plumbridge J.A. y col. 1993, Calcagno M. y col. 1984, Vincent F. y col. 2005],
“se ha encontrado también en varios eucariotes superiores tales como insectos [Benson R.L. y
Friedman S; 1970; Enghofer E. y Kress H; 1980] y mamiferos [Leloir L. F. y Cardini C. E;
1956; Pattabiraman T. N. y col. 1961, Schevchenko V. y col. 1998], esta enzima estd ausente en

plantas.
La glucosamina 6-fosfato desaminasa de Escherichia coli (ECGNPD) es la desaminasa mds

estudiada tanto desde el punto de vista estructural, [Oliva, y col.1995, Horjales E. y col.1999,

Rudifio-Pifiera y col. 2002] y funcional [Calcagno y col. 1984, Altamirano y col.
1987,1991,1994 y 1995, Montero Mordn y col. 1998 y 2001, Lara Gonzilez y col. 2000 y 2001,
Bustos—Jaimes y col. 2001 y 2002, Cisneros A. y col. 2004 , Lucumi A. y col. 2005] y es una
tipica enzima alostérica de tipo K, activada por la N-acetilglucosamina 6-P y que sigue una
cinética alostérica monodiana [Altamirano y col. 1995, Montero-Moran y col. 1998].

Los vertebrados terrestres poseen dos GNPD pardlogas llamadas GNiPD—l y GNPD-2 que
difieren en longitud y presentan elevada homologia de secuencia de aminoacidos en 240

residuos; las GNPD-1 de mamiferos (humanos, ratén y hamster) tienen un elevado valor de

identidad entre si; cuentan con 289 residuos, 23 mds que la enzima de E. coli y son homélogas



de la enzima bacteriana, en el segmento 1 a 258 el cual contiene todos los grupos relevantes
para la catdlisis y para establecer los contactos entre las subunidades. El segmento 258-289 de
las GNPD-1 forma el extremo C-terminal y no tiene una contraparte homéloga con las
desaminasas de otros microorganismos.

El propésito de este trabajo es la caracterizacion cinética de la enzima glucosamina-6-fosfato
desaminasa humana 1 (hGNPD-1) y su activacion alostérica atipica por GIcNACc6P. El gen de la
desaminasa humana fue clonado en una cepa de Escherichia coli, carente de GNPD y purificada
por cromatografia de afinidad por el sitio alostérico .

La hGNPD-1 presenta una cinética de activacién alostérica mas compleja debido a que el
modulador alostérico es un fuerte activador de tipo V y un discreto inhibidor de tipo K, al que
solemos llamar activador, por ser el efecto predominante. La inhibicién por sustrato y el efecto
K negativo (aumento de la K, aparente con la concentracién del activador) se comportan como
dos fen6menos independientes. Basdndonos en lo anterior proponemos un modelo cinético para
explicar la activacion alostérica de la hGNPD-1 en el cual la GIcNAc6P se comporta como un
activador esencial para la catdlisis pero no para la unién del sustrato e incluye ademds un
complejo abortivo generado por la unién de GIcNAc6P al sitio de 1a GIcN6P.

Como un intento para entender el papel funcional de la extensién C-terminal de la hGNPD-1, se
construyeron 2 mutantes truncadas en el C-terminal y se estudiaron sus propiedades alostéricas.
Los resultados indican que éste segmento C-terminal no es el causante del comportamiento
cinético atipico de la hGNPD-1 ni tiene un papel importante en la estabilidad de su

plegamiento.



SUMMARY.

The enzyme Glucosamine-6-phosphate deaminase (EC 3.5.99.6) catalyses the conversion of D-
glucosamine 6-phosphate into D-fructose 6-phosphate and ammonia and it is a key enzime in the
regulation and catabolism of amino sugars in several species. Although this enzyme has been
studied mainly in microorganisms [Midelfort C. y Rose I. A 1977; Plumbridge J.A. y col. 1993,
Calcagno M. y col. 1984, Vincent F. y col. 2005], it has also been currently characterized in a
variety of eucaryotic organisms such as insects [Benson R.L. y Friedman S; 1970; Enghofer E. y
Kress H 1980] and mammals [Leloir L. F. y Cardini C. E; 1956; Pattabiraman T. N. y col.
1961, Schevchenko V. y col. 1998], this enzyme has not been found in plants yet.

The enzyme Glucosamine-6-phosphate deaminase from Escherichia coli (EcCGNPD) is the best
studied deaminase and has been well characterized both from the structural [Oliva, y col.1995,
Horjales E. y col.1999, Rudifio-Pifiera y col. 2002] and functional aspects [Calcagno y col.
1984, Altamirano y col. 1987,1991,1994 y 1995, Montero Morén y col. 1998 y 2001, Lara
Gonzélez y col. 2000 y 2001, Bustos—Jaimes y col. 2001 y 2002, Cisneros A. y col. 2004,
Lucumi A. y col. 2005] it is a typical K-system allosteric enzyme which is activated by
GIcNACc6P and displays an allosteric behavior described by the Monod model. [Altamirano y
col. 1995, Montero-Moran y col. 1998].

Terrestial vertebrates present two paralogous GNPD called GNPD-1 y GNPD-2 that differ in
size and share a high homology through their sequences in the first 240 aminoacid residues; the
GNPD-1 enzymes of mammalian (human, mouse and hamster) share a high value of identity
between them; they present a sequence of 289 aminoacid residues, 23 more than the complete
sequence of Escherichia coli and show homology with the bacterial enzyme over the 1-258

ungapped overlapped segment which contains all the groups that play a central role for the
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catalysis and are responsibles for the inter-monomeric interactions.The segment 258-289 of the
GNPD-1 enzyme constitutes the C—términal segment and does not have homology with the
deaminases of microorganisms.

The purpose of this work is the kinetic characterization of the human recombinant glucosamine
6-phosphate deaminase (hGNPD-1) and its atypical allosteric activation by GIcNAc6P .The
GNPI I gene was cloned into an Escherichia coli strain which carries a null mutation in the
chromosomal copy of the nagB gene and the resulting protein was purified by allosteric-site
affinity chromatography.

The hGNPD-1 displays a complex allosteric kinetic activation because the allosteric modulator
is a strong type V activator and a weak type K inhibitor, we called it activator due to the former
being the main effect. The substrate inhibition and the K negative effect (the increase of the
apparent K, with the activator concentration) behave like two independent phenomena.
According to previous data we propose a kinetic model to explain the allosteric activation of the
hGNPD-1 where GIcNAc6P behaves as an essential activator for the catalysis but not for
substrate binding, the model include an abortive complex caused by the binding of GIcNAc6P to
the site of the GIcN6P.

With the aim of understanding the role of the non-homologous C-terminal extension of GNPD-
1, we performed the construction of two C-terminal truncated forms of this enzyme to study
their allosteric properties. Our results show that this C-terminal segment does not modify the

hGNPD-1 atypical kinetic behavior nor does it play an important role in the stability of its

folding.



INTRODUCCION.

Metabolismo de aminoaziicares en bacterias y en animales.

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

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

Los sulfatos de queratin no tienen 4cido urénico y su contenido en sulfato es variable, estin

presentes en la cérnea, cartilago, hueso y en diversas estructuras cérneas formadas por células
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muertas: cuernos, pelos, pezufias, uiias y garras. La heparina (un glucosaminoglucano) es un
anticoagulante natural producido en los mastocitos y liberado en la sangre, en donde inhibe la
coagulacion por unién y estimulacidn de la proteina anticoagulante antitrombina III

Como podemos observar, el papel de los carbohidratos en las propiedades de las glicoproteinas
puede ser tan diverso como: 1) mantener la conformacion estructural de una proteina, 2)
determinar el tiempo de vida media de glicoproteinas y células circundantes (Drickamer,1991)
3) controlar la permeabilidad de la membrana, 4) regular el metabolismo y la divisién celular
(Fermin y Nathan 1991, Glick y col.1991) y 5) presentar un papel en el reconocimiento celular.
La GIcN y la GlcNAc.

Los aminoaziicares como la D-glucosamina (GIcN) y la N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) se
pueden utilizar como fuente de carbono en E. coli. En especial, la GIcNAc promueve
velocidades de crecimiento comparables a las producidas por la glucosa (Alvarez Afiorve y col.
2005). El crecimiento de E. coli en un medio con aminoaziicares como tinica fuente de carbono,
induce la expresién de las enzimas necesarias para el metabolismo de los aminoaziicares,
codificadas en el operén divergente nagE, nagBACD (Figura 1). Los genes nagB y nagA
codifican para las enzimas glucosamina-6-fosfato desaminasa (GICN6P desaminasa) y N-
acetilglucosamina-6-fosfato desacetilasa (GIcNAc6P desacetilasa) respectivamente, el gen nagC
codifica para una proteina represora del regulén nag, la N-acetilglucosamina 6-fosfato

(GIcNAC6P) que evita la unién de la proteina NagC a sus operadores y por lo tanto es el

coinductor del regulon [Plumbridge J. A; 1991 y Plumbridge J. A. y Kolb A; 1998 |.
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GlcN6P desaminasa l Represor ;Fosfatasa para ésteres
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Figura 1. Organizacién de los genes agrupados en el operén divergente nag (tomado de
Plumbridge J. A., 1992).

El metabolismo de la GlcN y la GIcNAc (Fig. 2) se lleva a cabo por los procesos catabélicos en
los que participan los productos de la expresion de los genes del operdn nag y por los procesos
anabdlicos que se llevan a cabo por las proteinas de los genes gim. Ambos aminoaziicares son
introducidos por los componentes del sistema de fosfotransferasa (PTS) codificados por los
genes manXYZ y nagE respectivamente (Postma y col.1996). Durante el trinsito por la
membrana los aminoazicares son fosforilados a expensas del fosfo-enol-piruvato y
posteriormente se degradan hasta Fru6P y amonio por los productos de los genes nagA y nagB.
Cuando la GIcN y la GlcNAc estin presentes en el medio, se utilizan para la formacion de
peptidoglicanos y lipopolisacdridos. En ausencia de aminoaziicares, la GICN6P sintasa, producto
del gen gimS es esencial yz‘i que se encarga de la generacién de GIcN6P. El gen gimM codifica
para la enzima responsable de la conversion de GIcN6P en glucosamina 1-fosfato (GIcN1P)
mientras que el gen glmU codifica para una proteina bifuncional para las funciones enzimdticas
de la acetilacion de la GIcN1P, formando N-acetilglucosamina 1-fosfato (GIcNAc1P) y de la
sintesis de la UDP-GIcNAc. Este es el donador de aminoazicares en diversas reacciones de
transferencia durante la sintesis de péptidoglicanos. 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-acetilneurdimico (NANA) entra a la célula

por un sistema de simporte codificado por nanT. Dentro de la célula, una aldolasa (N-
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acetilneuraminato liasa, nanA) rompe al NANA generando ManNAc y piruvato. Las vias de
degradacion del NANA, ManNAc y GIcNAc convergen a nivel de la GIcNAc6P (Curtis S.y
col. 1975, Jones-Mortimer y col. 1980, Postma y col. 1996).

La GIcN6P puede ser generada por cuatro reacciones diferentes: 1) transferencia del grupo
amida de la glutamina a la Fru6P; 2) reaccion reversa de la GIcN6P desaminasa; 3) fosforilacion
de la glucosamina por una hexocinasa y 4) desacetilacion de la GIcNAc6P (Plumbridge y Vimr,

1999 y Plumbridge, 1989).

Acido sialico nanA
NANA 7 » NANA — ManNAc + Piruvato
nan

nank (vhel)

ManNAc¢ ~» ManNAc6P

manXYZ

nank (vhel)

GlcNAc » GlcNAc6P GleN1P

nagk
nagA l y glmU
GleN > GIcN6P GIcNAclP

manXYZ
nag B Glu gImU
NH,* glmS
Gl UDP- GIcNAc
Fru6P / \

Lipido A UDP-MuNAc pentapéptido

/ |

Lipopolisaciridos Péptidoglicanos

EXTERIOR INTERIOR

Figura 2. Metabolismo de los aminoaziicares en E. coli. Se muestra la via catabélica (genes
nag) y la via biosintética (genes gim). (Tomado de Plumbridge y Vimr, 1999 y Mengin-
Lecreulx y Heijernoort, 1996).

Metabolismo de los aminoaziicares en mamiferos:

El metabolismo de aminoazicares en mamiferos es esencialmente el mismo que el de E. coli, a
excepcién de un cambio en el orden de las reacciones. En los mamiferos la GIcN6P sufre

primeramente una reaccién de acetilacién para dar GIcNAc6P seguida de una isomerizacién que



produce GIcNAc1P, mientras que en las bacterias, la isomerizacion de la GlcN6P precede a la

acetilacion.

La GIcNAc6P Desaminasa.

La enzima glucosamina-6-fosfato desaminasa (GIcN6P desaminasa, EC 3.5.99.6 antes EC
5.3.1.10) que cataliza la isomerizacién y desaminacion reversible de la D-glucosamina-6-fosfato
(GlIcN6P) 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 regulacién involucra
en E. coli el control transcripcional de los genes relacionados con la utilizacion de la
glucosamina (Plumbridge y col. 1993) y la activacién alostérica de la GNPD por la N-

acetilglucosamina 6 fosfato (GIcNAc6P).

PO
0 T
O
+
B NH,
Hq
on ¥ OH
a-glucosamina 6-fosfato fructosa 6-fosfato amonio

Figura 3. Reaccién de isomerizacién y desaminacion catalizada por la GlcN6P.

Esta enzima pertenece a la clase de las aldosa-cetosa isomerasas. Las enzimas de este grupo
(5.3), catalizan la toma de un hidrégeno del C2 de la aldosa, que transfieren a la cetosa, o lo
opuesto en la reaccién reversa, presentando como intermediario de la reaccién un cis-enediol.

La GIcN6P desaminasa fue descubierta por Leloir y Cardini en 1956, quienes la purificaron a
partir de rifién de cerdo. Estos autores observaron la activacion de la enzima por GIcN6P, y més
tarde, en 1958, Comb y Roseman purificaron la enzima a partir de E. coli y de rifién de cerdo.
No obstante que la GIcN6P desaminasa ha sido principalmente estudiada en microorganismos

(Midelfort C. y Rose 1. A; 1977; Plumbridge J.A. y col. 1993; Calcagno M. y col. 1984;




Vincent, F. y col. 2005) se ha encontrado también en varios eucariotes superiores tales como
insectos. (Benson R.L. y Friedman S; 1970 Enghofer E. y Kress H; 1980) y mamiferos (Leloir
L. F. y Cardini C. E; 1956; Pattabiraman T. N. y col. 196, Schevchenko V. y col. 1398) pero
esta ausente en plantas.
La glucosamina 6- fosfato desaminasa de E. coli (EcGNPD) es la desaminasa mas estudiada
tanto desde el punto de vista estructural, (Oliva, y col. 1995, Horjales E. y col. 1999, Rudifio-
Pifiera y col. 2002) como funcional, (Calcagno y col. 1984, Altamirano y col. 1987, 1991, 1994
y 1995, Montero Moran y col. 1998 y 2001, Lara Gonzélez y col. 2000 y 2001, Bustos—Jaimes y
col. 2001 y 2002, Cisneros A. y col, 2004, Lucumi A. y col. 2005) y es una tipica enzima
alostérica de tipo K, activada por la N-acetilglucosamina 6-P y que sigue una cinética alostérica
monodiana (Altamirano y col. 1995).
En mamiferos, existen dos genes que codifican para la GIcN6P desaminasa los cuales difieren
en longitud y comparten identidad en 240 residuos (Figura 4). La secuencia de la desaminasa de
cadena larga (GNPD-1) en mamiferos (humanos, ratén y hamster) tiene una elevada identidad
entre las diferentes especies, esta enzima cuenta con 289 residuos amino4cidos, 23 mas que la
enzima de E. coli y es homoéloga con la enzima bacteriana s6lo en el segmento | a 258. Este
contiene todos los grupos relevantes para la catélisis y para los contactos entre las subunidades,
los cuales son semejantes a los de la desaminasa bacteriana. El segmento 258-289 de la enzima
GNPD-1 de mamifero que forma el extremo C-terminal no tiene una contraparte homéloga con
las desaminasas de otros organismos.

En mamiferos, la enzima ha sido purificada de corteza de rifién de perro (Lara-Lemus R. y col.
1992) y de bovino (Lara-Lemus R. y col. 1998), la enzima de espermatozoide de hamster

(Metacrycetus auratus) también ha sido purificada y su gene clonado y secuenciado [Hebert L.

M. y col. 1996].



Se ha demostrado por andlisis del cDNA en hdmster, que la GIcN6P desaminasa en mamiferos
se localiza principalmente en rifidn e intestino delgado, en concentraciones menores en bazo,
testiculo, ovario, cerebro, pulmén y corazén y en niveles muy bajos, en misculo esquelético e
higado (Wolosker y col. 1998). Es importante mencionar que en condiciones fisioldgicas la
desaminasa sintetiza fructosa 6-fosfato, siendo su papel bioldgico el proveer hexosas hacia la via
glucolitica. La GIcN6P desaminasa es Ia tinica enzima que puede facilitar la transferencia de
hexosaminas provenientes de macromoléculas estructurales como glicoproteinas y glicolipidos
hacia la via glucolitica; esta posibilidad de funcionar como una fuente de energia estd
estrechamente relacionada con la localizacién con la que se encuentra la desaminasa. Esta
enzima, tanto en el rindn, como en el intestino delgado, se localiza en el epitelio transportador
cuya actividad especifica es una de las mas altas en el organismo (Wolosker y col. 1998). En el
cerebro la desaminasa se localiza en las neuronas y se concentra principalmente en las
terminales sindpticas, que son las regiones mis demandantes de energia de las neuronas, debido
a los procesos de exocitosis y endocitosis de las vesiculas sindpticas. De iguval forma, la
movilidad de los espermatozoides consume una gran cantidad de energia y los espermatozoides
poseen una alta concentracion de esta enzima (Parrington y col. 1996).

Las desaminasas humanas han sido las més estudiadas; el primer gen conocido fue el que
codifica para la GIcN6P desaminasa humana de cadena larga (GNPI-1), el cual fue clonado
inicialmente a partir de cDNA de células mieloides y también de melanocitos normales (c6digos
Swissprot P46916 y N46023, respectivamente). Mas tarde fue clonado de otras lineas celulares
y desde principios del 2001 se ha localizado en el genoma humano completo en el que también

se encontro que existia un gen parélogo desconocido basta entonces (GNPI 2). (Arreola R. y col.

2003).




Uno de los genes de la GNPD codifica para una cadena polipeptidica de 289 residuos
aminodcidos (GNPD-1) y ha sido mapeado en el cromosoma humano 5 en la banda 5q31
(Shevchenko,V. y col. 1998). El gen fue oficialmente llamado (GNPI I). El segundo gen (GNP

2) se localiza en el cromosoma 4 en la banda 4p13, y codifica para una cadena polipeptidica de

275 residuos (GNPD-2).

AGNPD-1 |4
AGNFPD-2
EGNPD

AGNFD-1
AGNFD-2
EcGNPO

HGNPD-1
RGNPD-2
EcGNPD

#GNPD-1
AGNPD-2
EcGNPD

AGHPD-1 ] |
AGNPD-2 |
ECGNPD |7 ]

HGNPD-1
AGNPD-2
ECGNPD

Figura 4. Alineacion de las enzimas hGNPD-1, hGNPD-2 y Ec GNPD.

Es importante mencionar que la secuencia de aminoicidos de las cadenas polipeptidicas de
GNPD-1 y GNPD-2 son 87.55% idénticas en el segmento correspondiente a los aminoacidos 1-
274 (Arreola R. y co0l.2003).

Ambos genes paralogos han sido expresados en células BHK-21, una linea celular derivada de
epitelio de higado de hamster (Cayli, A. y col. 1999) y sus niveles de transcripcién han sido
determinados en diferentes tejidos humanos encontrindose que ambos transcritos aparecen en
diferente proporcién en las muestras probadas (Zhang J. y col. 2003).
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En nuestro laboratorio la hGNPD-2 recombinante se ha obtenido pura como un monémero
inactivo, no obstante, se ha observado que en presencia de GIcCNAc6P se forman pequeiias
cantidades de hexamero activo inestable (Ruiz Rojina, comunicacién personal, no publicado).
La hGNPD-1 es un hexdmero estable y cataliticamente activo. De igual manera que la mayoria
de las GNPD conocidas desde las bacterias a los vertebrados, esta enzima es alostéricamente
activada por GIcNACc6P.

La existencia natural de un homohexdmero estable de 1a GNPD-1 est4 bien documentada. Lara-
Lemus, R. y Calcagno, M.L. (1998) purificaron la desaminasa de rifién de bovino y reportaron
la activacion alostérica atipica por GIcNAc6P. Esta enzima puede ser reconocida como un
homohexdmero de cadenas pesadas en base a su secuencia de aminodcidos N-terminal y a la
masa molecular de sus subunidades. El homohexidmero se encuentra también presente como la
forma inica de la enzima en espermatozoides de hamster (Hebert L. M. y col. 1996) y rat6n
(Amireault P, y Dube F. 2000).

Activacion alostérica por GIcNAc6P

La activacion alostérica por GIcNAc6P se observa en todas las desaminasas animales estudiadas
hasta ahora. El control alostérico de la GIcN6P desaminasa de rifién de perro es esencialmente
similar al de la enzima de E. coli . La cinética de ambas desaminasas, la de E. coli (Calcagno M.
y col. 1984) y la de rifién de perro (Lara-Lemus R. y col. 1992) pueden ser bien descritas por el
modelo alostérico de Monod, Wyman y Changeux (Monod JI. y col. 1965). Estas enzimas se
comportan como sistemas tipo K, lo cual 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. Lara Lemus y col. 1992 fueron los primeros en estudiar una GIcN6P desaminasa de
mamifero desde el punto de vista cinético y regulatorio. Su trabajo sobre la desaminasa de

corteza de higado de bovino demostr$ que esta enzima presenta una cinética alostérica poco
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comiin; se comporta como un sistema de tipo V, en el cual el valor de la &_,, se incrementa con
la concentracién del activador alostérico y tiende a cero en ausencia del activador (Figura 5).
Los datos de Roberto Lara Lemus (Tesis de doctorado, UNAM, 1999) revelan que en el rifién de
bovino se encuentran ambas cadenas, la ligera y la pesada. Esto fue interpretado en nuestro
laboratorio como la consecuencia de una modificacién por protedlisis. Lara Lemus obtuvo
pequenas cantidades de homohexdmero ligero de bovino, ademas de oligémero pesado y lo que
probablemente hayan sido especies mixtas. Sus resultados muestran que la isoenzima de
cadenas ligeras presenta una cinética de activacion alostérica semejante a la desaminasa de E.
coli. En contraste, el homohexdmero de cadena ia.rga, que ha sido estudiado mds en detalle, no
cataliza sino en presencia del activador alostérico y el efecto de éste es aumentar la V limite
(Vaax) (este comportamiento alostérico atipico también lo presenta la hGNPD-1 recombinante) y
se correlaciona con s6lo 36 reemplazos de aminodcidos en la parte homéloga de ambos genes,

la mayor parte de los cuales se concentran en los extremos N y C terminales.

Pt I S i e e e L a m m m e e e m e m m m e e e e

Vg (uit/min)
<
2

I\’n’\'. Ku_.‘i K((l'..}’. K5
[S] (mMm) [STimn}

Figura 5. Se muestran 2 cinéticas de activacion alostérica en A) sistema K tipico y en B)

sistema V tipico.



La EcGNPD.

La GIcN6P desaminasa de E. coli (EcGNPD) ha sido la desaminasa mds estudiada y
caracterizada en detalle, ya sea en su forma silvestre, por modificaciones quimicas y por
construccién de mutantes sitio especificas (Altamirano y col. 1992 y 1994; Montero Morén y
col. 1998 y 2001, Lara Gonzélez y col. 2000, Bustos—Jaimes y col. 2001 y 2002, Cisneros A. y
col. 2004, Lucumi A. y col. 2005). También se ha resuelto la estructura tridimensional de los
conférmeros T y R (Horjales y col. 1999; Oliva y col.1995, Rudifio-Pifiera y col. 2002).

La GIcN6P desaminasa de E. coli es una proteina homohexamérica, compuesta por
subunidades de 266 amino4cidos y 29.7 kDa de masa molecular por cadena polipeptidica. El
hexdmero puede describirse como un dimero de trimeros con un eje cristalografico de
simetria de orden tres y tres ejes no cristalograficos de orden 2, perpendiculares al eje de
orden 3 (Oliva y col. 1995) (Figuras 6A y 6B). El monémero es una estructura a/f abierta
dominada por una hoja central de siete hebras g paralelas, rodeada en ambos lados por ocho

hélices a y una hélice 3,

15



Figura 6. En A se muestra un hexiamero de la GleN6P desaminasa de E. coli observandose
desde el eje de simetria de orden tres, en B se muestra un hexdmero en vista lateral

mostrando un arreglo de dimero de trimeros (Bustos Jaimes , 2005).

Las hélices se han numerado secuencialmente de la 1-8 y las hebras de la hoja beta de la A- G.
La hebra C continua en su extremo C-terminal formando parte de una segunda hoja {3
antiparalela de tres cadenas (A B y C). La forma funcional de la enzima es el hexdmero cuya
masa es de 178 kDa, presenta un punto isoeléctrico de 6.0-6.1 y una constante de sedimentacién
de 9.0 S. La enzima que actualmente sobreexpresamos en el laboratorio proviene de la cepa

K12, presenta una K|, para la GIcN6P de 0.75 mM y una k., de 158 s por subunidad (Lara

Gonziélez y col. 2000).

El sitio Activo

La estructura cristalografica del sitio activo en el conférmero R se obtuvo cocristalizando a la

GIcN6P desaminasa con un inhibidor competitivo; el 2-amino-2-desoxiglucitol-6-fosfato
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(GlcNol-6P) que es un andlogo de un intermediario extendido de la reaccién de esta enzima. La
cavidad del sitio activo de cada mondmero est4 localizada entre el motivo que forma la tapa del
sitio activo formado por la hélice 5 y el asa 175-183, y el bolsillo formado por el asa 3 (residuos
40-46), el asa 10 ( residuos 137-158) y el asa 6 forrnada por los residuos 72-84 .

En la estructura cristalogrdfica, el fosfato presente en el sitio activo estd unido por puentes
salinos a la Lys 208 y la Arg 172 y por puentes de hidrogeno a la cadena principal en el asa
formada por los residuos 40-44 (Oliva G. y col. 1995). El inhibidor competitivo se encuentra
unido de forma extendida con su O5 apuntando hacia el Ne2 de la His 143, esta His estd en
contacto a través de su NA1 con el Ol del Asp 141 y el Oel del Glu 148 (Fig. 7). Otro residuo
importante es el Asp 72, el cual se encuentra orientado hacia &l hidrégeno en C2 detl azicar y

hace un puente de hidrégeno con el Ol del inhibidor (Oliva G. y col. 1995).

Figura 7. Estructura del sitio activo de la GIcN6P desaminasa de Escherichia coli en el
conférmero R. Se muestran algunos residuos importantes tanto para la unién del sustrato
como para la catilisis. El inhibidor competitivo, la GlcN-ol-6P aparece unido al sitio.

(Tomado de Lucumf{ y Calcagno, 2005).



El sitio alostérico.

En 1995 se publico la estructura de la forma R de la enzima de E. coli a partir de datos
cristalogréficos de difraccién de rayos X a 2.1 A de resolucién. Se resolvieron los complejos
enzima-Pi (fosfato inorgdnico ocupando los sitios activo y alostérico), enzima-GlcNAc6P y
enzima-GlcN-ol-6P. Este dltimo ligando es un inhibidor sin salida, que ocupa el sitio activo
(Oliva y col. 1995). Los sitios alostéricos se encuentran en los espacios entre las subunidades
que forman los trimeros; de este modo, los sitios de unidn del activador alostérico se encuentran
formados por dos subunidades vecinas. Los sitios alostéricos existen s6lo en el conférmero R, el
grupo fosfo de la molécula del activador alostérico se liga de la misma forma que el fosfato
inorganico, presenta contactos mediante puentes salinos con la Arg 158 y la Lys 160 y por un
puente de hidrégeno al nitrégeno de la cadena principal del residuo 152 y al Od de la Ser 151 de
la subunidad (Oliva G. y col. 1995) (Figura 8). La tnica interaccién del grupo fosfo con la
subunidad adyacente es por un puente de hidr6geno con el grupo amino N-terminal.

El 4tomo O3 del activador alostérico se encuentra unido por un puente de hidrégeno al carbonilo
del esqueleto principal a nivel del residuo 159. La parte hidrofébica del grupo acetilo se une por
contactos de van der Waals con el residuo Ile 159.

Es importante mencionar que el modelo de la forma T 22.3 A se obtuvo en ausencia de
ligandos (Horjales E. y col. 1999). El sitio alostérico en la forma T se encuentra desarmado, el
grupo amino terminal esta a mas de 10 A de distancia de la Lys 158 y la Arg 160, este sitio esta
mas abierto que en la conformacién R, quizé se debe a la repulsidn electrostatica generada por

todos los residuos cargados que se localizan en esta regién.



4 N-terminal
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Figura 8. Detalle del sitio alostérico de la EcGNPD. Se representan los residuos
importantes del sitio alostérico y en el centro la molécula de GIcNAc6P (original).

La hGNPD-1

La desaminasa humana (hGNPD-1) alcanzé gran interés en el area de biologia reproductiva
desde que Parrington y cols. publicaron en 1996 la punficacién de unpa proteina de
espermatozoides de hdmster a la que llamaron oscilina. Esta proteina induce una serie de
oscilaciones del calcio intracelular en los huevos fecundados de himster. Este hecho es un
desencadenador esencial para la activacién del huevo y el desarrollo embrionario temprano.
Mis tarde se confirmé que la actividad a la que estos autores llamaron oscilina e identificaron
con la GIcN6P desaminasa (Parrington J. y col. 1996), en realidad es una proteina diferente que
estaba presente como impureza en su preparacién de desaminasa. (Wolny Y. M. y col. 1999).

Posteriormente, se demostré que las oscilaciones de Ca++ en huevos fertilizados dependen de
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una fosfolipasa espermatica especifica. La presencia de [a hGNPD-1 en espermatozoides de
mamifero fue ampliamente confirmada, aunque su papel funcional es todavia controvertido.

La hGNPD-1 fue cristalizada y su estructura de rayos X se resolvié a 1.75 A (PDB cédigo
INE7). Los cristales de la enzima crecieron en gota pendiente 2 18 °C y el cristal seleccionado
para las medidas de difraccién habia crecido en una gota con 10 mg ml™' de proteina en una
solucién de 1.68 M de sulfato de amonio, 10 mM de N-acetiiglucosamina 6-fosfato y 0.1 mM
de 2-amino-2-desoxi-D glucitol-6-fosfato a pH 7 (Arreola R. y col. 2003).

L.a estructura tridimensional de la enzima fue resueita por reemplazo molecular con base en la
estructura del hexdmero de E. coli; la unidad asimétrica contiene 6 monomeros con una
molécula de activador alostérico, una molécula de trehalosa y un ion sulfato en conformacién

alternada con una molécula de inhibidor competitivo en cada monomero .

Figura 9. Representacion en superficie del hexdmero de la hGNPD-1. La cadena A aparece
en amarillo (Figura original, basada en las coordenadas PDB INE7).

En este estudio cristalografico llevado a cabo en el conférmero R de la hGNPD-1 con el sitio
alostérico ocupado por el activador alostérico GIcNAc6P , el ion sulfato en el sitio activo (Tesis

de doctorado de Rodrigo Arreola Alemén, c6digo PDB 1D9T) y la estructura clasificada en el
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PDB como INE7 en la que se resuelve ia densidad de una molécufa del inhibidor sin salida, 2-
amino-2-desoxi-D-glucitol-6-fosfato (GlcN-oi-6P) en el sitio activo se observa que la enzima
humana es una enzima hexamérica que exhibe esencialmente el mismo plegamiento del
monémero y presenta los mismos contactos entre las subunidades que la enzima de E. coli.

El monémero de la hGNPD-1 contiene ademds el segmento no homoélogo en el extremo C-
terminal, (residuos 267 a 289), que aparece resuelto hasta el residuo 281 solamente en una de las
cadenas polipeptidicas (monémero A). Esto es un artefacto de cristalizacion y no implica que en
solucidn el hexdmero no sea simétrico. (Figura 10). La cadena entre el residuo 276 y el extremo
C-terminal (289) se puede considerar un caso de proteina naturalmente desestructurada

(Uversky N.V. 2002).

Figura 10. Representacién del heximero de la hGNPD-1 en el cual podemos apreciar los
extremos C-terminales de los monémeros. En el monémero A (en amarillo) se observé

densidad electréonica hasta el residuo 281 (Figura original PDB cédigo INE7).
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El extremo C-terminal presenta una densidad electrénica visible hasta el residuo Glu 274 en 5
de los 6 monémeros de la unidad asimétrica, los residuos Lys 275 a Asp 289 estuvieron
totalmente desordenados en casi todos los monémeros con excepcién del monémero A donde se
observé densidad electrénica hasta el residuo 281. En este caso, los residuos 278 a 281
mostraron contactos cristalinos con el hexdmero vecino, es importante mencionar que no se
detecté densidad electrénica para los residuos 282-289 en el mondémero A; la causa de esta

aparente asimetrfa fue explicada anteriormente (Arreola R. y col. 2003) (Figuras 11y 12).

El sitio activo.

La cavidad del sitio activo de cada mondmero se localiza entre el motivo que forma la tapa

(segmento 158-187) y el bolsillo formado por el asa 3 residuos 4045, asa 10 residuos 137-157 y

asa 6 residuos 75-82. o -
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Figura 11. Estructura secundaria de la hGNPD-1. El exiremo C-terminal presenta una
densidad electronica visible hasta el residuo Glu 274 en 5 de los 6 mondémeros, los residuos
Lys 275 a Asp 289 estuvieron totalmente desordenados en casi todos los monémeros con
excepcion del mondmero A donde se observé demsidad elecfréomica hasta el residuo

281(seccion naranja) no se detecté densidad electrénica para los residuos 282-289 en el

mondémero A (seccion azul).
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Figura 12. Extremo C-terminal de la hGNPD-1. El extremo C-terminal del mondémero A
de la hGNPD-1 (del residuo 259 en adelante) interactia con el resto de la proteina por
medio de contactos hidrofébicos (residuos Ile 4, Leu 6, Trp 15, Tyr 19, Met 259, Leu 265 y
Val 266 en piirpura) asi como por una serie de puentes de hidrégeno (indicados por lineas

punteadas) que involucran la cadena principal y los residuos de cadena lateral (original).

Los residuos que establecen contactos con el ion sulfato o el ion fosfato en la desaminasa
humana y en E. coli, respectivamente, son los mismos a excepcién del residuo Ser 43 (que es
Gly en E. coli ). Este residuo adopta 2 conformaciones alternativas, una contactando el ion

sulfato y la otra contactando con Arg 172 en la tapa del sitio activo.
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La tapa del sitio activo.

Los intermediarios de la reaccién y los estados de transicion en las reacciones catalizadas por
enzimas deben estar rodeados por grupos quimicos de la molécula de la enzima. En la mayoria
de los casos la catilisis eficiente también depende del aislamiento del disolvente de las especies
quimicas transitorias. Ambos requerimientos son satisfechos por los cambios conformacionales
locales que ocurren en el centro catalitico. La tapa que completa y cierra el sitio activo en las
enzimas con plegamiento o/f abierto muestra una variacién estructural considerable. Algunas
enzimas en esta familia estructural presentan una tapa formada por un segmento de hélice, como
es el caso de las lipasas y la triosa fosfato isomerasa (Derewenda Z.S y col. 1995).

La GIcN6P desaminasa, tanto bacteriana como humana, presenta un motivo complejo que cubre
el sitio activo. Este estd formado por dos cadenas P antiparalelas conectadas por un segmento
giro-hélice-giro. Este motivo contiene residuos que son parte del sitio activo y del sitio
alostérico y abarca el segmento 158-187 de la secuencia. La hélice central de 10 residuos tiene
su extremo C-terminal anclado al niicleo de la enzima por interacciones hidrofébicas entre la
cadena lateral de la Phe 174 en la tapa y un bolsillo hidrofébico en el nicleo de la molécula.
También contiene a la Arg 172, el cual es uno de los residuos cargados que pegan el grupo -
OPO,” del substrato en el sitio activo (Lucumi-Moreno A. y Calcagno M.L. 2005). La cadena 8
en el lado N-terminal del motivo de la tapa contiene los residuos Arg 158 y Lys 160, que
contribuyen cada uno con una carga positiva al sitio de pegue del activador alostérico.

La transicién alostérica para la GIcN6P desaminasa ha sido descrita como rotacion de cuerpo
rigido de 2 zonas de cada subunidad del hexdmero alrededor de un eje paralelo al eje de orden 3
del hexamero. La comparacion de las coordenadas cristalogrificas de la enzima en sus estados T
y R también muestra distintos cambios en la tapa del sitio activo. En la enzima de E. coli, los

atomos que forman éste motivo muestran un claro incremento en su flexibilidad como lo revelan
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los factores B cristalogréficos. Este es el principal cambio a nivel de la tapa asociado a la
transicién alostérica y parece afectar mas a su vibracion que a su geomefria (Rudifio-Piiiera y
col. 2002).

El sitio alostérico.

Cada hexdmero de la enzima presenta seis sitios alostéricos y se encontraron otras tantas
moléculas de GIcNAC6P en las hendiduras entre dos monémeros. La estructura del sitio es

esencialmente igual al de la enzima de E. coli (Oliva G. y col. 1995) (Figura 13).

Figura 13. Detalle del sitio alostérico de la hGNPD-1. Se representan los residuoos

importantes del sitio alostérico (original).

Diferencias entre la EcGNPD y la hGNPD-1.
En el estudio cristalogrifico se observa que el plegamiento del monémero de la hGNPD-1

presenta unas pequefias diferencias con respecto al monémero de la EcGNPD ademiés de la

existencia de un largo segmento no homaélogo en el extremo C-terminal. (Figura 14).
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A B

Figura 14. Superposicién del trazo de Ca de los monémeros de la EcGNPD (en azul) y la
hGNPD-1(en rojo) (coordenadas PDB cédigo INE7 empleando el programa PyMol versién
0.98).

La superposicion de cuerpo rigido entre las 2 estructuras monoméricas muestra diferencias en la
cadena principal en el extremo C-terminal empezando en el residuo Leu 258. En la hGNPD-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 el asa 240-249, responsable de las
interacciones entre los monémeros cercanos al eje de orden 2 del hexdmero. El ancla en el
extremo C-terminal de la enzima de E. coli, es mucho més flexible que la que se presenta en la
GNPD-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.
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En relacion al sitio activo las diferencias entre la enzima hGNPD-1 y la EcGNPD 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 unién del fosfato (residuos 41-44).

Un andlisis detallado en las seis cavidades de sitio activo en los diferentes monémeros de la
hGNPD-1 muestran un ion sulfato y una molécula de GlcN-ol-6P (el inhibidor competitivo) en
cada sitio activo, ambas moléculas en conformaciones alternas. Los residuos en el sitio activo
de estas dos enzimas estan altamente conservados, con excepcion de la Ser 43, porcién en la que
la enzima de E. coli 1a ocupa una Gly. La cadena lateral de esta estd colocada en una posicion
que le permite construir un puente de hidrégeno con el fosfato del inhibidor (o el ion sulfato) en
la enzima humana. Ademas la Ser 43 est4 localizada en el asa de unidn al fosfato (residuos 41-
44) que es una de las pocas regiones donde aparecen diferencias entre la enzima humana y la
bacteriana (Figura 15). El residuo Ser 43 también aparece en una posicién adecuada para unir a
la arginina 172, que es un ligando del substrato y por lo tanto capaz de competir por éste,
conduciendo a un cambio conformacional de la tapa del sitio activo (residuos 162-185). En las
densidades electrénicas se aprecian ambos rotimeros de la cadena lateral de la Ser 43, la

orientada hacia el fosfato y la orientada hacia la Arg 172.
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Figura 15. Sitio activo de la hGNPD-1 en el conférmero R. Se muestran algunos residuos
importantes tanto para la unién de sustrato como para la catlisis, en color se muestra la

estructura de la hGNPD-1 y en gris la estructura de la ECGNPD-1 (PyMol versi6én 0.98).

La tapa del sitio activo presenta diferencias conformacionales entre los diferentes monomeros
cuando la enzima se encuentra unida al inhibidor y que son aigo diferentes a la conformacion de
la tapa en la enzima de E. coli, que cierra mas la cavidad del sitio activo (Rudifio Pifiera y col.
2002).

Sitio alostérico.

La hendidura del sitio alostérico esta rodeada por estructuras secundarias similares a las
presentes en E. coli, excepto por la region C-terminal que en la desaminasa humana es una
cadena més larga que contiene el nuevo ligando His 262, ausente en la EcGNPD. Esta histidina
forma un puente de hidrégeno con el oxigeno 1 del activador y el Ne2 y 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 Y JUSTIFICACION.

La identidad entre las secuencias de aminodacidos entre los segmentos homélogos (1-260) de la
hGNPD-1 y de la EcGNPD es de 57.9%, con un indice de similitud del 75%; la alineacién
estructural (superposicién de los modelos estructurales derivados de los datos cristalograficos)
revela un plegamiento igual, sélo diferenciable por pequefios detalles, como se explicé en las
paginas 26 y 27.

A pesar de esta gran semejanza estructural, la enzima hGNPD-1 presenta una cinética de
activacion alostérica por GIcNACc6P distinta de la de su homéloga de E. coli. Una diferencia
importante entre ambas radica en la presencia de un extremo C-terminal (aminoicidos 267 al
289) en la enzima humana, segmento que no presenta su enzima homdéloga en E. coli, otra
caracteristica importante de la hGNPD-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 beta 3, en el médulo externo de la molécula. Estas interacciones, que no
existen en la enzima EcGNPD, podrian ser fundamentales en el mecanismo de transmisién de
los cambios conformacionales entre las subunidades en el proceso de activacion alostérica.

Por lo anterior nos planteamos la pregunta de qué papel juega este extremo C-terminal en la
cinética de activacion alostérica, asi como en la estabilidad de su plegamiento.

Podria suponerse que los mecanismos de acoplamiento entre el sitio activo y el sitio alostérico
podrian ser diferentes en mamiferos y en bacterias y que éstas interacciones jueguen un papel

clave en la funcién de la enzima.
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OBJETIVOS.

En éste trabajo nos propusimos:

1) Realizar un estudio cinético de la enzima hGNPD-1 especialmente en relacion con la
activacion alostérica.

2) Plantear un modelo de la activacién alostérica de esta enzima.

3) Explorar la funcién del extremo terminal de la enzima construyendo mutantes en las que se
interrumpa la trascripcién en puntos cuidadosamente seleccionados con base a las estructuras
cristalograficas. Las posiciones escogidas fueron 268 y 275, en las cuales se introdujeron
codones de terminacion.

MATERIAL Y METODOS.

Reactivos Quimicos.

La mayoria de las sustancias quimicas utilizadas fueron compradas en Sigma-Aldrich S.A. de
C.V., México.

El gel de cromatografia de afinidad por el sitio alostérico fue preparado en nuestro laboratorio;
contiene moléculas de GIcN6P unidas por el grupo amino a la 6-aminohexanoil agarosa (6
aminohexanoil agarosa 4B, Amersham-Pharmacia) para formar el ligando inmovilizado N-6-
aminohexanoil-GlcN6P, que es un andlogo de! activador alostérico.

El activador alostérico, GIcNAc6P, fue preparado en el laboratorio debido a su elevado costo
comercial. Su sintesis se basa en la acetilaciéon de la GIcN6P con anhidrido acético en
bicarbonato y su posterior purificacién por cromatografia de intercambio i6nico.

Biologicos.

La cepa de Escherichia coli empleada para la expresion de la proteina fue la 1BPC590,
construida por la Dra. Jacqueline Plumbridge del Instituto de Biologia Fisicoquimica de Paris,

Francia. Esta cepa fue derivada de la JM10I, en la que se bloqued el gen nagB (gen de la
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glucosamina 6-fosfato desaminasa) por insercién de un cassete de resistencia a kanamicina;
otra caracteristica de esta cepa es que es lacl’ (no contiene el gen flacl), por lo que expresa la
proteina en forma constitutiva.

Clonacién, expresion y purificaciéon de la hRGNPD-1 silvestre en E. coli

El gen GNPI I de 1a desaminasa humana fue clonado del cDNA de células mieloides HA1541 y
donado por el Dr. Nobuki Miyajima (Kazusa DNA Research Insatute Chiba, Japan) en un
segmento de DNA clonado en el vector Bluescript SK+.

Con la finalidad de obtener upa clona mds corta con el gen estructural GNPI I, se cord un
segmento de 992 pares de bases desde el sitio Pstl localizado a 12 nucledtidos hacia el extremo
57 del codon de inicio, hasta el sitio BstXI, localizado aproximadamente a 110 pares de bases
hacia el extremo 3~ del coddn de terminacidn.

Este fragmento fue clonado en el vector pTZ19R y digerido con Pstl y Smal. en esta
construccion el gen esté localizado hacia el extremo 3’ del promotor lac; finalmente, este vector
fue utilizado para transformar la cepa de E. coli K12 IBPC 590 (nagB::kan, recAl.A lacl).
También se utilizé en algunos casos la cepa JMI01, en la que la expresién se realiza bajo el
control del gen lacl por lo que requiere el agregado de IPTG al medio de cultivo. La cepa de E.
coli fue transfectada con el vector por electroporacién y la seleccién de las bacterias que tenfan
el plasmido se realizé utilizando ampicilina. El nivel de expresion fue adecuado y esencialmente
el mismo con ambas cepas. La expresion fue suficiente como para permitir la purificacién de la
desaminasa humana recombinante en la escala de decenas de miligramos. lo que permitié el

desarrollo del proyecto de cristalizacion en colaboracién con el Dr. E. Horjales del Instituto de

Brotecnologia de la UNAM.



Procedimiento de purificacion

La Bacteria portando el plasmido pTZ19R fue cultivada en medio LB suplementado con 2% de
glicerol (v/v) y ampicilina (100 pg/ml), el cultivo se prolongé por 8 horas a 30°C y la biomasa
se colectd por centrifugacién (3000g x |5 min). Las células se rompieron por sonicacién y los
residuos separados por centrifugacién a 27000g x 45 minutos. El extracto fue fraccionado con
sulfato de amonio (porcentaje de saturacién de 40-55%) y el precipitado fue resuspendido en 50
ml de amortiguador de Tris- HCI 50 Mm pH 8.2. La solucién de proteina fue aplicada a una
columna de afinidad de 6-aminohexanoil glucosamina 6-P agarosa, una resina de cromatografia
de afinidad por el sitio alostérico que resulta altamente especifica para la GIcN6P desaminasa.
La columna se equilibré con Tris HCl 50 mM pH 8.2, se pasé la fraccién de precipitacién en
sulfato de amonio previamente diluida para bajar la fuerza iénica de la muestra a menos de 0.1 y
la GIcNGP se eluyé con 3 veces el volumen de la columna de una solucion de GIcNAc6P (sal
de potasio) 10 mM.

La enzima se obtuvo en un solo pico de actividad, que es electroforéticamente homogéneo;
luego se concentrd por precipitacién con sulfato de amonio (70% de saturacién) conservandose

1 5%

Electroforesis

Se verificé la presencia de la enzima sobreexpresada en las distintas etapas de purificacion,
empleando geles de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) de
acuerdo al método de Laemmli (1970). Como marcador se utiliz la enzima pura EcGNPD

(WT de E. coli). La tincién del gel se realizé con azul de Coomassie R-250.
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Ensayos cinéticos.

La determinacién de la actividad de la enzima por medida de las velocidades iniciales se realizé
en el sentido desaminante de la reaccién utilizando un método colorimétrico a tiempos fijos. La
enzima se desalé en una columna de exclusion molecular HR 10/10 (Superose, Amersham-
Pharmacia) y luego se pasd por una columna Hi-Trap (Amersham-Pharmacia) en la que se
inmovilizé fosfatasa alcalina. Esto tiene por finalidad la eliminacién de la GlcNAc6P por
hidrélisis de su grupo fosfo. La concentracion de la enzima fue calculada mediante su
absorbancia a 280 nm en agua, usando la absortividad molar conocida de la EcGNPD (& = (0.202
M™ cm™). Se utilizaron mezclas de reaccién de 200 uL que contenfan Tris-HCl 100mM pH 7.7,
EDTA 250 mM y concentraciones variables de sustrato (GIcN6P). Las velocidades iniciales se
determinaron en ausencia y en presencia de concentraciones variables de activador alostérico
(GIcNACc6P) o de inhibidor competitivo (GlcN-ol-6P). Las reacciones fueron iniciadas por la
adicién de la enzima y las mezclas se incubaron a 30°C, por tiempos variables, interrumpiendo
la reaccién por la adicién de 2ml de HCl 10M. La concentracién de fructosa-6P se determiné
con la adicién de 0.5ml de resorcinol, incubando por 10 minutos a 70°C. Después de enfriar a
temperatura ambiente se hicieron las lecturas espectrofotométricas a 512nm comparadas con
una curva patron de fructosa como describen en Roe y col. (1934). Las reacciones se llevaron a
cabo cuidando que se convirtiera menos del 5% del sustrato inicial. Todos los ensayos se
realizaron por lo general empleando una concentracién de enzima de 15 nM.

Ajuste de los datos cinéticos

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

Version 4.06.
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Mutantes truncadas del extremo C-terminal.

Figura 16. Extremo C-terminal de la hGNPD-1. Los segmentos gris y morado
respectivamente corresponden a los fragmentos de cadena suprimidos en las mutantes 268
y 275 fin, hay que tomar en cuenta que el segmento 281-289 no posee estructura

cristalogréfica y no se representa en la fignra. (PyMol versién 0.98).

Clonacidn, expresion y purificacion de las mutantes truncadas en las posiciones 268 y 275.

La construccion de las mutantes truncadas en los aminoacidos 268 y 275 se realizé mediante
mutagénesis dirigida por oligonucle6tido convirtiendo respectivamente un codén de Pro y un
codon de Lys en un codén de terminacion (UAA) para mutar el gen nag B insertado en el vector
PTZI19R. Con este vector se transformo la cepa de E. coli [BPCS590 Anag y Alacl que expresa la
desaminasa constitutivamente; de ahora en adelante pos referiremos a éstas construcciones

como las mutantes (268 fin y 275 fin ).
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Las condiciones del cultivo, lavado de la bacteria y fraccionamientos con sulfato de amonio
fueron las mismas que se emplearon con la desaminasa humana silvestre a excepcion de la
mutante 268 fin en la cual se omitié el fraccionamiento salino y se aplicé el extracto crudo
directamente a la columna.

El procedimiento de purificacion se llevé a cabo empleando el gel de cromatografia de afinidad
alostérica anteriormente empleada con la hGNPD silvestre; en todos los casos, una vez obtenida
cada mutante por elucién de la columna de afinidad, se precipité la proteina con sulfato de
amonio al 70% de saturacién (equivalente al 50% p/v) y se conservé a 5°C. Se verificé la
presencia de la enzima en las distintas etapas de la purificacién, como se ha descrito
previamente para la hGNPD silvestre.

Ambas mutantes se conservaron en glicerol o precipitadas en sulfato de amonio, para
conservarlas en glicerol se colectaron las fracciones de la elucién donde se encontré la enzima y
se dializaron durante toda la noche contra 2 litros de un amortiguador de Tris 50 mM pH 8.2 que
contenfa fosfatasa alcalina; posteriormente, la muestra se concentré en glicerol como se ha
descrito. Para su conservacién en sulfato de amonio la enzima pura se precipité con sulfato de
amonio al 70% de saturacién (equivalente al 50% p/v), ésta muestra se conservé a 5°C.

En la mutante 268 fin se llevaron a cabo una serie de cromatogramas con la finalidad de
determinar la estabilidad del hexdmero, ya que los ensayos cinéticos indicaban que esta mutante
presentaba cierta inestabilidad, con este fin se inyectaron 250uL de la enzima conservada en
glicerol a una columna de exclusién molecular HR 10/10 Shephadex G-25 (Pharmacia Biotech)
esta columna fue equilibrada previamente durante 1 hora con una mezcla de Tris 80 mM pH 7.7
y KCI 80 mM (proporcién 9:1) utilizando una velocidad de flujo de 0.Sml/min. y una presién

méxima de 500psi. El cromatograma se muestra en los resultados.
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Determinacion de la velocidad enzZimdtica

La determinacién de la actividad en velocidades iniciales de las enzimas 268 fin y 275 fin as{
como las condiciones de ensayo se realizaron de la misma manera que para la enzima silvestre,
variando las concentraciones de enzima de acuerdo a las condiciones del experimento.

LA hGNPD-1: RESULTADOS

Cultivo

El nivel de expresién de proteina fue adecuado y el rendimiento esencialmente el mismo, tanto
con la cepa IBPC 590 (constitutiva) como con la JM101 (inducible por IPTG). La expresion fue
suficiente como para permitir la purificacién de enzima en la escala de decenas de miligramos.
Se decidié utilizar la cepa constitutiva que no requiere de IPTG.

Electroforesis

La presencia y la pureza de la enzima hGNPD-1 se verific6 mediante geles de PAGE-SDS en
las diferentes etapas del proceso de purificacién, desde las colonias aisladas en placa hasta la

proteina eluida de la columna de afinidad. (Figura 17).

bk 3 -4 § 6 7

Figura 17. Gel PAGE-SDS de la enzima hGNPD-1 pura, en los carriles 1, 4 y 7 se observa

la enzima pura Ec GNPD, enel 5y 6 la hGNPD-1.
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Estudio Cinético

sin aclivador

0.1 mM activador
+ 0.15 mM activador
« 0.2 mM activador

0.3 mM activador
« 05 mM activador

[GIcN6P]  (mM)

1.00
= 0.075 mM GIcN6P

s e a 0.1 mM GlcN6P
P 0.5 mM GlcN6P
< ol . + 1 mM GcN6P

' 1.5 mM GicN6P

) ' 2 mM GIcN6P

0.25} y 4 mM GIcN6P
ool ———— =
0

00 041 02 03 04
(GIcNAC6P] miv

Figura 18. Se utiliz6 la ecuacién 1b para analizar los datos de velocidad en funcion de la
concentracién de sustrato; cada curva, obtenida a valores fijos de concentracién de
GIcNAC6P, se calculé por separado. Para analizar los datos de velocidad en funcién de la

concentracion de activador a diferentes concentraciones fijas de sustrato, se uofiliz6 la

clasica ecuacion de Hill
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A)Velocidades iniciales graficadas contra la concentracién de sustrato a diferentes
concentraciones de GIcNAc6P.

B)Velocidades iniciales graficadas contra la concentracion de GIcNAc6P a diferentes
concentraciones de sustrato.

Los datos de velocidad de reaccién en funcién de la concentracién de GIcN6P, a diferentes
concentraciones del activador alostérico, GIcNAc6P, fueron ajustados separadamente para cada

serie, a la siguiente expresion:

ysh ecuacion 1a

2h
h h S
KO.S + S +?

i

Es una ecuacién empirica, que describe una cinética michaeliana modificada, en la que se ha
agregado un coeficiente de Hill 2 y un término en el denominador para tomar en cuenta la
inhibicién por sustrato. Los resultados preliminares revelan que la cooperatividad que daria

lugar a un valor de & > 1, es minima y no significativa. En consecuencia, se simplific6 la
ecuacion la, haciendo h = 1, lo que permite redefinir a la K, s como Km.

Vs ui
gl ecuacion 1b

SZ
K,+S+—
K,

Para verificar la ausencia de cooperatividad en las curvas velocidad-sustrato, éstas se analizaron

por medio de la transformacién de Acerenza y Mizraji (Acerenza L. y Mizraji E. 1996) (Figura

19). Esta transformacién permite graficar y analizar el valor puntual de la K aparente aparte
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para cada concentracion de sustrato. La ausencia de cooperatividad se manifiesta como un trazo

paralelo al eje de la abscisa; la funcion es decreciente si hay cooperatividad positiva y viceversa.
La inhibicidn por sustrato se manifiesta como un incremento lineal en {a K aparente, lo que se

observa en la Figura 19B para los puntos a concentracion alta dc sustrato.
A B

34 . 75-‘

504 ©

Km aparenlo

Km apsrenta

254

o

0.0 25 50 H M
[GIcN6P)  mM

&~
[

(GkeN6P] mM

GlecNAc6P 0.1 mM GIcNAc6P 0.5 mM

Figura 19. Andlisis de las curvas velocidad-sustrato por medio de la transformacion de
Acerenza y Mizraji (en A, valor puntunal de la K, para los datos correspondientes a la
concentracién de activador de 0.1 mM, y en B valor puntual de la K, para los datos

correspondientes a la concentraciéon de activador de 0.5 mM en la cual se presenta la

inhibicion por sustrato mas intensa).

Tabla 1. Parametros cinéticos de la enzima hGNPD-1 silvestre.

ko 46.8s-'
K, 0.6 mM
K 13.4mM
K, 0.15mM
K (=K, xL)0.22 mM
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Las curvas velocidad-sustrato a diferentes concentraciones fijas de GIcNAc6P muestran:

1) Ausencia de reaccién en ausencia del activador. El modulador alostérico se comporta como

un activador esencial.

2) No se observa cooperatividad; las curvas muestran una cinética michaeliana modificada por

inhibicién por sustrato.
3) El modulador alostérico es un fuerte activador de tipo V (modifica la V limite (Vy,x)) y un

discreto inhibidor de tipo K (modifica la K, ) (Figura 18).

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

concentracién del "activador") (Figura 20) se comportan como dos fenémenos independientes

de acuerdo con el modelo mostrado en la pagina 42.

20

4 [

Km & 15-
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S 1o}
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4 ) 1

] i 1
00 01 02 03 04 05 06
GlcNAc6P  mM

Figura 20. Valores aparentes de V, y Km de la hGNPD-1 a diferentes concentraciones de

GlcNAc6P.

4) La inhibicién por sustrato aumenta con la concentracién de GIcNAc6P
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s 50 uM GlcNAC6P
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v 200 uM
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0 10 20 C;O 40 50

1/GIcN6P
Figura 21. Gréfica doble reciproca de los datos de 1a Figura 18 A.
La grifica doble reciproca nos da un patrén intersecante, modificado en la proximidad del eje
1/v debido a la inhibicién por sustrato, (no se aprecia en la figura debido a la escala), se puede
describir un efecto combinado de activacién alostérica tipo V e inhibicién tipo K.

5) La cinética de la enzima-GIcNAc6P presenta cooperatividad positiva, con un coeficiente de

Hill (4) de 2.35. Los valores de h y de K4 aparente para la GIcNAc6P son iguales cuando se

obtienen a partir del efecto V positivo como del efecto K negativo, lo que sugiere que ambos

fenémenos estdn ligados a un mismo evento molecular.
6) La inhibicién causante del efecto K negativo no es de tipo competitivo por lo que se descarta

que entre en juego la unién promiscua de la GIcNAC6P en el sitio activo.
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Basandonos en los puntos anteriores podemos proponer el siguiente modelo empirico :

Ka
i S +E+A —/]— EA
Ks wKs
Kt
kca(
ES+ A =————= EAS — E+ A+ products

TS wKa
K +S
ESQ‘*A

Suponiendo condiciones de equilibrio ripido, podemos proponer este cuadrado termodindmico
modificado. La adicién ordenada del activador primero y del sustrato después se descarta
cinéticamente (el regrafico doble reciproco del efecto de la GIcNAc6P da un patrén intersecante
y no paralelo). Tampoco el orden obligado sustrato-activador es compatible con la cinética
observada.

El modelo cristalografico de la forma correspondiente al conférmero R de EcGNPD (dnico
conocido hasta ahora), (Arreola-Alemén y col. 2003) no admite mds que complejos binarios
enzima-GlcN6P-GIcNACc6P; en la estructura no hay cabida para complejos ternarios con dos
moléculas de sustrato o con dos moléculas de activador en el mismo sitio. La inhibicién por
sustrato, aumenta con el activador y para tomarla en cuenta en la ecuacién se requiere un
término cuadratico en S. Se propone como una explicacién posible del aumento de la inhibicién
por sustrato causado por (A) un desplazamiento de A por S, de acuerdo a este equilibrio, que se
agregé al modelo: ESA + ES2 + A.

La cooperatividad de la unién de la GlcNAc6P se toma en cuenta al incluir un coeficiente de

Hill. Se postula que esta cooperatividad deriva de la transicién alostérica entre las formas T y E.
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El efecto K negativo surge de que K,° > K, La expresién derivada de este modelo,

suponiendo cinética en equilibrio rdpido, es:

SA*

V—
aKaKs

| | A" SA" S2ak Ecuacién 2

I+ —+—|+—+ +
Ks LKt Ka aKaKs aKaKsKi

Validacién preliminar del modelo precedente por ajuste a la ecuacion 2 por regresion no-
lineal miltiple.

Se ajustaron los datos de! experimento mostrado en la Figura 18 a la ecuacidn 2, por regresién

no lineal de tres variables. Se desparametriz6 el procedimiento con los siguientes criterios: se

tomaron como fijos los valores de V, h, K, y K|, usando los datos que aparecen en la Tabla 1. Se

ajustaron los parametros L, K, K y a. obteniéndose los datos que se muestran en la Tabla 3. El
valor de a no se ajusta, lo que sugiere que el modelo propuesto no es exacto, aunque los trazos
que se observan en la Figura 22 demuestran que la ecuacién 2 puede ser una buena
aproximacion a la descripcion de la cinética de fa hGNPD-1.

Como se puede apreciar en la figura y en la calidad de los ajustes. el modelo del esquema y la

ecuacion 2 son una primera aproximacion hacia la descripcién cinética de la compleja funcién

alostérica de esta enzima.
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Figura 22. Velocidades iniciales graficadas contra la concentracién de sustrato a diferentes

concentraciones de GIcNAc6P. Las concentraciones (mmoles L) de activador fueron:
0.1; A,0.15; v,0.2; ¢, 0.3y @, 0.5.

b

Tabla 2. Pardmetros tomados del ajuste individual.

K, 0.25Mm
K. 0.6Mm
e I8

Tabla 3. Pardmetros ajustados por regresién no lineal global.

K:0.05+ 0.07
a: 2 (ajustado a mano de 0.5 en 0.5)

h:21%x 0.8

L x K;: 10 (ajustado a mano, de 1 en
1)

La simulacién de la ecuacién 2 revela que esta propuesta da cuenta de las caracteristicas

atipicas de esta enzima, enumeradas en las paginas 40 y 4]. La expresion tiene demasiados

pardmetros lo que complica el cilculo numérico para el ajuste, ain con la estrategia de

desparametrizacion empleada. Este punto, sin duda, requiere mds trabajo, tanto experimental

como tedrico.




RESULTADOS MUTANTES TRUNCADAS EN EL C-TERMINAL

Exploramos el posible significado funcional de la extensién C-terminal no homéloga, la cual
estd ausente en las desaminasas de bacterias, hongos e invertebrados. Las mutantes 268 fin y

275 fin fueron estudiadas desde el punto de vista de su estabilidad y de su cinética alostérica.
Mutante 268 fin

Pureza de la enzima

Figura 23. Gel PAGE-SDS de la enzima hGNPD-1 pura, en el carril 1 se observa la enzima
hGNPD-1, en el 2 la mutante truncada 268 fin y en el 3 la Ec GNPD.
Estabilidad de la engma.

El iltimo paso del procedimiento de purificacién de la mutante 268 fin utiliza la cromatografia
de afinidad en N-6 aminohexanoil GIcN6P agarosa y la elucién con upa solucién 10 Mm. de
GlIcNACc6P. Esta mutante no es estable cuando se conserva en glicerol al 50% pues en las
preparaciones desaladas en una colurnna HR 10/10 Shephadex G-25 (Pharmacia Biotech)

(Figuras 24 y 25) se observa disociada, predominando la forma monémerica .
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Figura 24. Cromatografia de exclusién molecular de la enzima 268 fin conservada en

glicerol. Se observa a los 32 minutos la fraccion del hexamero, y a los 60 minutos la

fraccion del monémero.

| D044

) 0061

Enzima hexamirica

HNo hay
monbmeros
de enzima

—— - - T - - ——

155486 315486 475486 635486 795486

tr min

Figura 25. Cromatografia de exclusion molecular de la enzima 268 fin conservada en

sulfato de amonio. Se observa un solo pico correspondiente a la enzima en su forma

hexamérica.
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A partir de éstos resultados se descart6 el uso del glicerol para conservar la enzima y se decidio
almacenarla precipitada en sulfato de amonio. En estas condiciones la enzima conserva su forma
hexamérica, lo que permitié la realizacion de los estudios cinéticos que se describen a
continuacién. Cabe tener en cuenta que el ion sulfato es un ligando inhibidor de la enzima
(Arreola-Alemén y col. 2003).

Ensayo cinético

La mutante truncada 268 fin expresada en E. coli presenta el mismo comportamiento que la
enzima silvestre (hGNPD-1) respecto a la forma de activacién alostérica por la GICNAG6P,
(Figura 26), ambas se activan porque incrementa la k. mientras que en ausencia del activador
la mutante exhibe una actividad catalitica muy baja. En presencia de activador la enzima
aumenta notablemente su k_,.

Cabe mencionar que los datos de velocidad de reaccién en funcion de la concentracion de
GIcN6P, a diferentes concentraciones del activador alostérico, GIcNAc6P, fueron ajustados
separadamente a la expresién 1b y presentan un minimo de cooperatividad positiva, que no

parece modificarse con la concentracién creciente de GIcNAc6P.
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Figura 26. Patrones de velocidad inicial vs concentracion de sustrato para la mutante

truncada 268 fin. Se obtuvieron curvas a diferentes concentraciones de activador

alostérico y en ausencia de éste.

Tabla 4.- Parametros cinéticos de la mutante 268 fin

k. 39.2s'
h=2.1
K,0.21 mM

Como ya se menciond, la mutante 268 fin presenta una cinética semejante a la hGNPD-1]
silvestre, observdndose ciertas diferencias en algunos pardmetros cinéticos como por ejemplo
una disminucién en la k, que en la enzima silvestre es de 46.8 s, la cooperatividad con
respecto a la concentracion de GICNAc6P es también menor pues en la enzima silvestre es de (2
= 2.35) y la afinidad por el activador es semejante presentando un valor de (K, 0.21 mM).

Mientras que en la hGNPD-1 silvestre es de 0.15 mM.
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Mutante 275 fin

Pureza de la enzima

Figura 27. Gel PAGE-SDS de la mutante truncada en la pesiciéon 275. En el carril 1 se

observa la enzima hGNPD-1, en el 2 y 3 la mutante truncada 275 fin y en el 4 1la EcGNPD.

Estudio Cinético.

La mutante truncada 275 fin se comporta en forma semejante a la enzima silvestre, excepto en
que manifiesta un incremento de su afinidad por el activador alostérico,
como se puede observar en la Figura 28, el patrén de activacion alostérica es el mismo que el de
la hGNPD-1 silvestre. Las curvas se ajustaron a la ecuacién 1b, la misma empleada para el

ajuste de los datos de la enzima hGNPD-1 silvestre y los pardmetros obtenidos se muestran en la

Tabla 5.
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Figura 28. Curvas de velocidades iniciales graficadas contra la concentracion de sustrato

de la mutante truncada 275 fin medidas a diferente concentracion de GlcNAc6P.

Tabla 5. Parametros cinéticos de la mutante 275 fin.

k.. 40.5s"
K. 0.058 mM
K, 6.5mM

En esta mutante desaparece la cooperatividad en el efecto activador V de la GIcNAc6P, la que
une hiperbdlicamente, tampoco hay efecto K negativo apreciable (activacion alostérica de tipo V

clasico) y existe inhibicién por sustrato que no se modifica por GIcNAC6P.
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DISCUSION.

Como ya se menciond, la identidad entre las secuencias de aminodcidos de los segmentos
homélogos de las desaminasas hGNPD-1 y EcGNPD es alta y la alineacién estructural
(superposicion de los modelos estructurales derivados de los datos cristalograficos) revela una
estructura practicamente igual, excepto en pequefios detalles.

A pesar de esta gran semejanza estructural, la enzima humana presenta una cinética alostérica
completamente diferente a la de la enzima bacteriana, como recordaremos, la hGNPD-1 muestra
un patron atipico de activacion V que contrasta con la cinética alostérica simple y de tipo K de la
EcGNPD. El estudio comparado de ambas estructuras revela que en la enzima humana existe un
largo segmento no homélogo en el extremo C-terminal. Una caracteristica importante de la
hGNPD-1 es la presencia de una serie de interacciones en este segmento C-terminal, entre los
residuos 268 y 275, que contactan con la hélice 1 y el giro que une la hélice 2 con la hija beta 3,
en el médulo externo de la molécula (Figura 12). Estas interacciones, que no existen en la
enzima EcGNPD, podrian ser fundamentales en el mecanismo de transmisién de los cambios
conformacionales entre las subunidades, en el proceso de activacion alostérica.

En este trabajo exploramos especificamente el significado funcional de la extensién C-terminal
no homdloga mediante la construccién de las mutantes 268 fin y 275 fin, las cuales se
estudiaron desde el punto de vista de su estabilidad y de su cinética alostérica. Tomando en
cuenta los resultados mostrados se descarta que las propiedades alostéricas caracteristicas de la
hGNPD-1 se expliquen por la existencia del segmento C-terminal 268-289, debido a que ambas
mutantes del extremo C-terminal se comportan en forma semejante a la enzima silvestre,
apreciandose ademds un inesperado incremento de la afinidad por el activador alostérico en la

mutante 275 fin.
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La desaminasa humana truncada en la posicién 268 es inestable en ausencia de sulfato de
amonio, la observacién de las coordenadas cristalogrificas de la hGNPD-1, revela un puente
salino inexistente en E. coli, entre la Lys 273 y el Asp 60 (distancia de 4.02 A); esta interaccién
parece ser critica para la estabilidad del plegamiento de la enzima cuando el sitio alostérico y el
activo se encuentran libres. Hay que tener en cuenta que un sulfato (isomérfico del grupo -
OPO,> ) se une a los sitios ligantes de la GIcN-0l-6P y la GIcNAc6P.

Los residuos en el sitio activo de estas dos enzimas estin altamente conservados, con excepcién
de la Ser 43 que es Gly en E. coli. La cadena lateral de ésta estd colocada en posicién adecuada
para construir un puente de hidrégeno con el fosfato del inhibidor (o el ion sulfato) en la enzima
humana. Ademés la Ser 43 est4 localizada en el asa de uni6n al fosfato (residuos 41-44) que es
una de las pocas regiones donde aparecen diferencias entre la enzima humana y la bacteriana.
En éstas dos enzimas se encuentran también algunas diferencias en los residuos de contacto del
grupo fosfo (-OPO,*) del sustrato y del ion amonio. No sabemos si estas diferencias afecten las
propiedades ligantes y puedan determinar que la enzima siga un mecanismo cinético diferente al
de la desaminasa bacteriana, que es de tipo de equilibrio répido al azar.

El cambio en éste residuo de Ser podria ser responsable en parte de las diferencias en la cinética
alostérica observadas entre éstas dos enzimas. Cabe mencionar que los intentos llevados a cabo
cambiando el residuo Ser 43 por Gly no han tenido resultados satisfactorios; en las fracciones de
la purificacién no se detect6 la enzima a pesar de detectar una banda de sobreexpresion en la
bacteria entera.

Es posible suponer que la proteina es inestable y forma cuerpos de inclusién. Estos resultados
nos llevan a pensar que efectivamente el residuo Ser 43 es de suma importancia para el

plegamiento; hay que recordar que es un residuo altamente conservado en las desaminasas de

mamiferos (Figura 4).
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CONCLUSIONES

A diferencia de la EcGNPD, la hGNPD-1 recombinante presenta una cinética alostérica
compleja. No hay evidencias directas de una transicién alostérica entre dos estados, aunque la
unién cooperativa de la GIcNAc6P lo sugiere. La transicién deberd de sustentarse en
experimentos espectrométricos y de unién de ligandos marcados. Se descarta que las
propiedades alostéricas caracteristicas de hGNPD-1 se expliquen por la existencia del segmento
C-terminal 268-289.

El sulfato de amonio resulté ser un excelente estabilizador y protege a la enzima 268 fin de su
disociacién en subunidades, de tal forma que fue posible estudiarla y caracterizarla
cinéticamente. Asimismo, las pruebas de estabilidad realizadas con la hGNPD-1 silvestre y la
hGNPD-1 268 fin demuestran que no existe una diferencia significativa en la actividad de éstas
dos enzimas por lo que se descarta que el segmento C-terminal 268-289 tenga un papel

relevante en su funcién.
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