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ABREVIATURAS.

Fru6P b-fructosa-6-fosfato

GlcN glucosamina

GIcNAc N-acetil-D-glucosamina

GIcNAC6P N-acetilglucosamina-6-fosfato

GIcN6P D-glucosamina 6-fosfato

GIcN6P desaminasa glucosamina-6-fosfato desaminasa

K.« Constante catalitica

K., constante de Michaelis

MWC modelo alosterico concertado de Monod, Wyman y Changeux

PDB “Protein Data Bank”

SDS Dodecil-sulfato de sodio

Vmax Velocidad maxima



RESUMEN

La enzima glucosamina-6-fosfato desaminasa (GlcN® desaminasa) juega un papel muy
importante en el catabolismo de aminoazlicares, catalizando la isomerizacion y desaminacion
reversible de D-glucosamina-6-fosfato (GlcN6P) en D-fructosa-6-fosfato (Fru6P) y ion amonio.
La GIcN6P desaminasa de Escherichia coli es una enzima alostérica conformada por seis
subunidades idénticas de 266 residuos. La alineacion de la secuencia primaria de la desaminasa
de Bacillus subtilis con la de E. coli muestra diferencias reflejadas en la estructura a nivel de
contactos intermonomeéricos, lo que indica que probablemente el sistema de B. subtilis no sea
hexamérico y en consecuencia, no presente propiedades alostéricas. Por lo que resulta
interesante estudiar un sistema mas sencillo que nos permita entender los mecanismos
cinético entre una posible enzima no alostérica y uno alostérico. En el presente trabajo se realizd
la caracterizacion bioquimica preliminar de la GIcN6P desaminasa de B. subtilis, obtenida a
partir de la cepa recombinante donde se clono el gen nagB. Se verificé la expresion de la enzima
y se estimo su peso molecular (~27 kDa) por medio de un gel de acrilamida-SDS 12% a partir
de una muestra parcialmente purificada. En el estudio cinético preliminar se observo que esta
enzima trabaja en un rango de pH de 6.5-8.8, obteniendo una mayor actividad a pH ~8.2. Al
mismo tiempo estos ensayos han demostrado que la GIcN6P desaminasa de B. subtilis presenta
una cinética no alostérica. La secuencia de aminodcidos de la GIcN6P desaminasa B. subtilis
con un 36.8% de identidad a la GIcN6P desaminasa de E. coli, muestra una ausencia de 24
residuos de aminoacidos, que comprenden gran parte del extremo C terminal. Los residuos del
sitio activo estan completamente conservados, por lo que la catélisis no se ve afectada, mientras
que los residuos del sitio alosterico se encuentran sustituidos por residuos similares, con
excepcion del residuo lisina 160 que en B. subtilis esta sustituido por una Valina, perdiendo la
carga necesaria para el enlace del fosfato del activador. El modelo estructural, sugiere la pérdida
de interacciones en la interface en el eje de orden dos, relacionado con la pérdida de residuos del
extremo C-terminal, por lo que podemos considerar a la GIcN6P desaminasa de Bacillus subtilis
como un excelente modelo para estudiar probables interacciones entre subunidades requeridas

para procesos cooperativos.



ENZIMAS: DIVERSIDAD Y EVOLUCION

Las enzimas son proteinas extraordinariamente especificas, capaces de disminuir la energia de
activacion que los reactantes requieren para transformarse en productos, facilitando asi la enorme
variedad de reacciones que ocurren en las células, permitiendo que los procesos bioldgicos se

realicen en un espacio de tiempo adecuado (Copeland, 2000).

Estructuralmente las enzimas son polipéptidos de mas de cien aminodcidos, sin embargo estos
se encuentran limitados a un grupo de veinte diferentes moléculas de este tipo, de manera que el
arreglo espacial de la cadena lineal de aminoacidos determina la complejidad del sistema, mas
aun, si consideramos que todos los enlaces que se generan dan origen a la estructura terciaria o
conformacion nativa, la cual a su vez puede variar ampliamente. A demads, existen enzimas
formadas por la interaccion entre subunidades que forma oligémeros, generando la estructura

cuaternaria.

Precisamente estos diferentes grados dsligomerizacién no sélo generan una variante
estructural, sino que también lo hacen de manera funcional. Algunas proteinas con estructura
oligomérica, también presentan propiedades alostéricas. Estas se caracterizan por poseer sitios de
union para diferentes ligandos, cuyas afinidades aumentan o disminuyen como consecuencia de
efectos indirectos entre dichos sitios, regulando de esta forma la actividad de la enzima. Estas
interacciones entre sitios distintos se conocen como efectos heterotropicos y estan mediados a
través de cambios conformacionales de la molécula proteica completa (Goodsell, D. S, 2000 y

Fersht 1998).

Estas proteinas presentan otra variante mas en el funcionamiento y estructura de las enzimas,
generando de esta forma una gama de enzimas con multiplicidad de formas a nivel estructural.

Esta diversidad no solo se limita a aquellas enzimas con funciones distintas presentes en cada
uno de los puntos de las rutas metabolicas, ya que no resulta extrafio encontrar variantes de la
misma proteina cuya estructura y funcion bioldgica resulta, en principio, esencialmente la misma
y sin embargo presentar polimorfismo proteico, de forma que poseen propiedades funcionales en

comun que no necesariamente son idénticas.



Muchas proteinas son producto de genes homodlogos que han sufrido cambios en el orden
definido de sus residuos dentro de la secuencia de nucleoétidos, dado por efecto de un nimero
variado de mutaciones que operan aleatoriamente de manera inespecifica e impredecible,
generando consigo efectos de eliminacion, duplicacion, insercion y fusion de regiones que se
acumulan en diversos sitios de la secuencia de ADN (acido desoxiribonucleico) como

consecuencia de la evolucion (Patthy, 1995; 1999).

Si alineamos dos secuencias homoélogas de nucledtidos podemos encontrar sitios que se alinean
con una base idéntica en la otra secuencia, sin embargo podemos encontrar sitios que han
experimentado mutaciones, ya que en estas circunstancias encontramos bases que no

corresponden la una con la otra en el alineamiento (Patthy, 1995; 1999).

Como es de suponerse, diferentes proteinas pueden presentar diferentes limitaciones a variar, es
decir, puede presentar diferente tolerancia a los cambios en sus residuos. En estas circunstancias
el indice de la substitucion estd determinado por el indice de la mutacién y de la probabilidad de
la fijacion de dicha mutacion, la cual depende claramente de si la mutacion es ventajosa, neutral
o deletérea. De esta manera, en aquellas proteinas con gran limitacion funcional la mayoria de los
cambios alteran la funcidén proteica y disminuyen la eficiencia bioldgica de los individuos
portadores, por lo que se consideraran como cambios deletéreos y seran eliminados de la
poblacion por seleccion, mientras que las mutaciones silenciosas que no conducen a la sustitucion
del aminoacido en el gen que codifica la proteina y por tanto el cambio resulta ser neutral, seran

fijadas no importando el lugar que ocupen en la secuencia (Patthy, 1999).

Es por ello que en muchos casos existen residuos altamente conservados. De esta forma en
muchas circunstancias el aminoacido sustituido resulta tener similitud bioquimica con el anterior
por lo que la proteina no pierde su actividad, o que dicho cambio se de en una regiéon no
funcional de la proteina, sin alterar su estructura. A pesar de ello, podemos encontrar cambios
repentinos ya sea resultado de la acumulacion de pequefias mutaciones o no, que pueden generar

en la proteina cambios en la especificidad, funcion, tamafio y estructura (Patthy, 1999).

LA GLUCOSAMINA-6-FOSFATO DESAMINASA



La enzima glucosamina-6-fosfato desaminasa (GlcMb desaminasa) juega un papel muy
importante en el catabolismo de aminoazucares en un considerable nimero de organismos
procariotas y eucariotas, catalizando la isomerizacién y desaminacién reversible de
D-glucosamina-6-fosfato (GlcN6P) en D-fructosa-6-fosfato (Fru6P) y el ion amonio (NH',),
permitiendo en estos organismos la utilizacion de glucosamina (GIcN) como fuente de carbono

(Comb y Roseman, 1958; Midelfort y Rose, 1977 y Calcagno et al.,1984).

LA GIctN6P DESAMINASA DE E. coli COMO MODELO DE ESTUDIO

La GIcN6P desaminasa de Escherichia coli, en relacion con otras enzimas alostericas, presenta
una cinética mas flexible y susceptible de analisis por medio de los modelos clasicos o
derivaciones o adaptaciones de éstos, motivo por lo cual se ha convertido en un buen modelo de
estudio de los diferentes aspectos relacionados con el funcionamiento de las enzimas a lo largo de

los ultimos afios (Oliva et al., 1995 y Lara-Gonzélez et al., 2000).

La GIcN6P desaminasa (EC 3.5.99.6, anteriormente llamada glucosamina 6-fosfato isomerasa,
EC 5.3.1.10), producto del gen nagB. En Escherichia coli, es una enzima alostérica conformada
por seis subunidades identicas de 266 residuos aminoacidicos y un peso molecular de 29.7 kDa

por monoémero (Fig. 1).

La GIcN6P desaminasa presenta un eje de simetria de orden dos y otro de orden tres, por lo que
se puede describir como un dimero de trimeros (Fig. 1) (Oliva et al., 1995 y Lara-Gonzélez et al.,

2000).

Esta enzima se puede dividir estructuralmente en dos zonas generales: la interna y la externa.
La zona interna, es la responsable de la mayoria de los contactos intermonoméricos del hexdmero
funcional y consta de tres segmentos: un motivo hélice-asa-hélice (residuos 207 a 232) que unen
el hexdmero en la zona del eje de orden tres (Fig. 1C), una asa-hélice que establece los contactos
intermonoméricos cerca del orden dos (Fig. 1B) (residuos 244 a 253) y una vuelta que esta unida
por puentes de hidrogeno al fragmento anterior (residuos 137 a 143).

Los residuos restantes (1 a 136, 144 a 206, 234 a 243 y 254 a 266) forman la zona externa que a
diferencia de la zona interna presenta un movimiento rotatorio durante la transicion alostérica

(Rudifio, 2001 y Montero-Moran et al 1998).



Figura 1. Estructura cristalogriafica de la GIcN6P desaminasa. Imagen creada a partir del
archivo PDB 1CDS5 en sus diferentes subunidades: A) monomérica, B) Dimérica, C) Trimérica y

D) Hexamérica.

MECANISMO DE REACCION

El mecanismo de reaccion de isomerizacion y desaminacion de-glucosa-6-fosfato en

D-fructosa-6-fosfato (Fru6P) y el ion amonio (NH'4) involucra la abertura del anillo de la



piranosa como resultado de la accion de la Histidina 143. El sustrato modelado en su forma
pirandsica, muestra que su oxigeno 5 esta en contacto con el nitrégeno 1 de la Histidina 143, la
cual cede un hidrégeno para romper el enlace hemiacetal, quedando abierta la cadena del azucar;
a su vez, el nitrogeno 1 de la Histidina 143 hace contacto con dos grupos acidos: Aspartico 141 y
Glutamico 148.

Una vez que el anillo del substrato se abre y adopta su conformacion extendida, el carboxilato
del Aspartico 72 sustrae el proton del carbono 2 y, de manera concertada, se lleva a cabo la
enolizacion a través de la formacion del intermediario cis-enol-amonio. Para el siguiente paso de
la reaccion, el proton del carbono 2 del residuo Aspartico 72 se transfiere al atomo de oxigeno
del carbonilo en el carbono 1 del intermediario cis-enol-amonio, formandose la cis-enol-amino.
En este paso se da la entrada de una molécula de agua que reacciona con el enlace m entre el
carbono 1 y el carbono 2 del cis-enol-amonio formando un intermediario carbinol-amonio, cuyo
caracter inestable hace que se descomponga en fructosa-6-fosfato y amoniaco. Por ultimo se

transfiere un protdn al carboxilato del Aspartico 72 (Fig. 2) (Oliva et al., 1995).

Esta reaccion presenta un caracter direccional reversible dependiente de la cantidad de
N-acetilglucosamina-6-fosfato (GlcNac6P) disponible para la célula (Montero-Moran 1998) y
cuya cinética se puede considerar bien definida por el modelo de Monod-Wyman-Changeux

(MWC) (1965), segtin lo demostrado por Altamirano et al. en1995.

Como la mayoria de las enzimas alostéricas, la GIcN6P desaminasa presenta un sistema tipo K,
lo cudl significa que su control alostérico opera por medio de la modificacion de la afinidad
aparente de la enzima por su sustrato, sin cambio en su constante catalitica. Por tanto, su
regulacion es el resultado de un cambio en la afinidad evidente de la enzima causada por la
transicion estructural cuando la enzima va del estado conformacional T (ausencia de ligandos) al
R (presencia de ligandos), acompafiado por cambios internos en la estructura de la desaminasa,
sin ningiin cambio en la constante catalitica (k.a), lo que da por resultado una reorientacion de la

molécula, la cual se ilustra en la Figura 3 (Calcagno et al. 1984).
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Esquema del mecanismo quimico de la reaccion catalizada por GIcN6P desaminasa.

Tomado de Montero-Moran 2001.




Figura 3. Esquema de la transicion alostérica provocada por la union de una molécula de
activador. En la parte superior se presenta el cambio en el hexdmero de E. coli, vista en el eje de
orden tres. Imagen cortesia de Martin Gonzéalez Andrade, Laboratorio de Fisicoquimica e

Ingenieria de Proteinas, Facultad de Medicina UNAM.

La estructura de esta enzima en sus dos estados (Fig. 3) se ha obtenido a partir de datos
cristalograficos de difraccion de rayos X. En 1995 Oliva et al. publicaron la estructura de la
forma R en presencia del activador a una resolucion de 2.1 A, y més recientemente Horjales et al.

(1999) obtuvieréon el modelo de la forma T a 2.2 A de resolucion.

De esta forma se han podido estudiar a mayor detalle los sitios activo y alostérico de la GIcN6P
desaminasa. El sitio activo se encuentra formado por la hélice 5 (residuos 175-183) y el asa 3
(40-46), asa 10 (137-158) y el asa 6 (72-84), mientras que el sitio alostérico se encuentra en los
espacios entre las subunidades que forman los trimeros (Fig. 1C), lo que hace que los sitios de
unién del activador se encuentren formados por dos subunidades vecinas que contienen cargas
positivas que se distribuyen a lo largo de ambas subunidades, lo cual se ha demostrado es
fundamental para que se produzcan los cambios estructurales de rotacion de las subunidades de

la enzima cuando se une el activador.
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La conformacion alostérica de mayor actividad de la enzima corresponde al estado R, donde al
parecer el grupo fosfato juega un papel importante, al igual que los distintos moduladores
positivos dentro de los cuales se encuentra incluido el propio sustrato (Montero-Moran et al.,
2001). En el estado T los grupos fosfato aparecen separados y el grupo amino del N-terminal se
enlaza al grupo del carboxilo de Alanina 150 de la cadena del polipéptido (Lara-Gonzalez et a/
2000). En el estado R el grupo fosfato del activador alostérico neutraliza la carga y la cadena
lateral de Glutamico148 se mueve hacia el sitio alostérico, ocasionando que la triada Aspl41-
His143- Glul48, presente en el estado de R, se convierta en la diada Aspl141- His143 mientras
que el fosfato de la molécula del activador alostérico se liga, mediante puentes salinos, con Arg
158 y Lys 160, y por puentes de hidrégeno a la Ser 151 de la subunidad de enfrente, al mismo
tiempo que forma un puente de hidrégeno con el oxigeno del carbonilo de la cadena principal del

residuo 152. (Montero-Moran et al, 2001).

METABOLISMO DE AMINOAZUCARES

Loaminoazucares son monosacaridos en donde uno o mas de sus grupos hidroxilo se
encuentran sustituidos por aminas primarias o secundarias al estar sustituidas con un acetilo. Los
aminodzucares estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y pueden estar presentes como

biopolimeros simples o complejos.

Igducosamina (GIcN) y la N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), al igual que otros
aminoazucares, son moléculas ampliamente distribuidas en la naturaleza. Esto se debe a que son
precursores de componentes celulares y extracelulares cuyas funciones son de gran importancia
para el desarrollo de diversos organismos, ya que son precursores de macromoléculas como los
lipopolisacaridos bacterianos, las glucoproteinas y glucolipidos presentes en plantas y animales y
cuyas actividades bioldgicas son diversas, aunque algunas no bien entendidas actualmente
(Plumbridge y Vimr, 1999 y Plumbridge et al, 1993). En el caso de los animales, encontramos
aminoazucares en el dcido sidlico, en proteinas glicosiladas como la coladgena y otras que también
tienen funciones estructurales, en la heparina y en algunas hormonas proteicas, por mencionar
algunos ejemplos. Los aminoazicares también son componentes de las paredes celulares y de las
membranas externas de bacterias. En Giardia intestinalis 1a formacion de GIcN6P es requerida

para la sintesis de GalNAc, que es necesaria para la formacion del quiste. En eucariontes
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superiores, como insectos y crustdceos, son constituyentes de la quitina presente en el
exoesqueleto, mientras que en mamiferos se encuentran formando gran parte de las superficies

celulares como receptores de reconocimiento celular.

Estos antecedentes, nos indican que practicamente todos los organismos deben tener
disponibilidad de aminoazucares para la biosintesis de estas macromoléculas, asi como vias
catabolicas para la utilizacion de los &tomos de carbono y mecanismos para evitar el efecto toxico

+ . . 4
del NH4 proveniente de los aminoazicares.

METABOLISMO DE LA GLUCOSAMINA

La mayoria de los aminoazucares contenidos en mucopéptidos y otros polimeros deBacillus
subtilis que se utilizan como material celular y energético son derivados de glucosa y

glucosamina presentes en el medio.

Tanto la glucosa como la glucosamina, asi como algunos otros aminoazlcares exogenos
presentes en el medio, son incorporados a la célula. Una vez en el interior, al igual que en otras
vias metabolicas de carbohidratos, éstos se fosforilan para que de esta manera pueda darse la
sintesis de glucosamina 6-fosfato, la cual se realiza con ayuda de la enzima glucosamina 6-

fosfato sintetasa y posteriormente pueden dirigirse a dos vias diferentes (Fig. 4).

En la primera via, la glucosamina-6-fosfato se degrada hasta fructosa 6-fosfato y amonio por la
accion de la enzima de nuestro interes, la glucosamina-6-fosfato desaminasa, mientras que en la
otra via alterna se da la conversion de glucosamina-6-fosfato a glucosamina-1-fosfato, seguida de
un paso sucesivo de acetilacion que culmina en la biosintesis de mucopolisacaridos y

mucopéptidos (Bates y Pasternak, 1964).
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MEDIO

— Glucosa 6-fosfato
Glucosa

Glucosamina

Fructosa 6-fosfato /'

)k

— Glucosamina 6-fosfato

A \

Acetato )
H,0O

N-Acetilglucosamina 6-fosfato

I
(N-Acil-glucosamina 6-fosfato)

NH, Glutamina

H,0 Acido glutamico

N-Acetilglucosamina

(N-Acil-glucosamina)

Figura 4. Esquema del metabolismo de aminoazucares

Pasternak (1965).

TAXONOMIA DE Bacillus subtilis

CELULA

Productos glicoliticos

Acetil CoA CoA

Glucosamina 1—fusfatu\—}p N-Acetilglucosamina

1-fosfato

Nucleotidos con
anicar aminado

Mucopolisacaridos
¥
Mucopeptidos

en B. subtilis. Tomado de Bates y

El géneroBacillus pertenece a la familia Bacillaceae, que a su vez pertenece al orden de las

bacterias con bajo contenido de G+C, comprendido en la clase de los Firmicutes (Gram positivas)

del Dominio bacteria. Estd compuesto de una gran cantidad de microorganismos dado que los

unicos requisitos taxonémicos para pertenecer a éste son: ser un bacilo largo, formar endosporas

(que pueden ser termorresistentes o no), ser Gram positiva y ser catalasa positivo (Berkeley et al.,

1984).

Bacillus subtilis es el miembro mas caracterizado de este grupo, tanto a nivel bioquimico como

fisioldgico y genético. Se le puede encontrar comunmente en el suelo, el agua y en asociaciones

con algunas plantas (Kunts et al., 1997).
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Su genoma de 4,214,810 pb, comprende mas de 4,000 secuencias codificadoras de proteinas,

con tamafio promedio de 890 pb, cubriendo el 87% del genoma (Kunts et al., 1997).

Los genes que codifican las proteinas deB. subtilis constituyen tres distintos grupos que
difieren en el codon a usar. De esta forma se encuentran la clase 1, que comprende la mayoria de
los genes de B. subtilis (82%), mientras que la clase 2 incluye aquellos genes de elevada
expresion bajo condiciones de crecimiento exponencial (5%) que codifican para proteinas
intermediarias del metabolismo y de aquellas que se generan en condiciones de estrés. Por tltimo
la clase 3, con el 13%, comprende una proporciéon muy alta de genes de funciéon desconocida.
De esta manera, gracias a la caracterizacion de la secuencias de su genoma completo podemos
obtener una herramienta de entendimiento dentro de la compaginacién con otros organismos

(Kunts et al., 1997).

La alineacion de la secuencia primaria de laGIcN6P desaminasa de B. subtilis con la GIcN6P
desaminasa de E. coli y otras especies (Fig 5) muestra diferencias a nivel de contactos
intermonoméricos, lo que indica que probablemente el sistema no sea hexamérico y en
consecuencia, no presente propiedades alostéricas. Por lo que resulta interesante estudiar un
sistema mas sencillo que nos permita entender los mecanismos cinético entre una posible

enzima no alostérica y uno alostérico.

En lo que respecta a su conformacion, ni el nimero de unidades ni los ejes de simetria que
conforman la GIcN6P desaminasa de B. subtilis se encuentran claramente definidos sin embargo,
de acuerdo a los datos estructurales y funcionales de la GIcN6P desaminasa de E. coli, parece que
estd presenta un nimero aun menor de subunidades, en comparacion con el hexdmero de la
GIcN6P desaminasa de E. coli, por lo que puede pensarse que este modelo resulta ser mucho

mas sencillo.
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A — loop 136-158 _—
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Mouse FRRE K BWCO A A = I E e v s} F H ] E P & LK TR

Drozo FpaD OBWEE E A& 3 WV E JEE 1 s} F G H ] E P I§ LK TR
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B

Bacsu EQL VD 3 LgsaD ENiER:EI G AP GGT3 K S REgeH i E

Clostac DHNEILSS3I G E NiEm:E 1 G AP DD IND A KggH T

Cralal EQELKAI P H Niem:eI A AP G G3 P E S REER Vs

Canal EKEIKOQTYEER F Ej=m:EL A A GGI 3N S KER L'
T i T

Posicién de la Posicidn de residucs
triada del siho-activ Mlastericos de urden
a Fosfato.

Figura 5. Alineamiento de las secuencias ortologas de GIcN6P desaminasas de bacterias y
eucariotas. FEscherichia coli (Ecoli); Vibrio cholerae (Vchole); Haemuphillus influenzae (Haein);
Borrelia burgdorferi (Bordu); Homo sapiens (Human); Mesocricaetus auratus (Mesau); Mus musculus
(Mouse); Drosophila melanogaster (Droso); Caenorabditis elegans (Caeel); Candida albicans (Canal);
Bacillus subtilis (Bacsu); Clostridium aceticum (Clostac) y Giardia lamblia (Gialal). El grupo A son las
GlcN6P desaminasas hortologas que se consideran alostericas y el grupo B es el de las GIcN6P

desaminasas hortologas consideradas no alostericas. Tomado de Montero-Moran 2001.

ANTECEDENTES

La enzima GIcN6P desaminasa se describio inicialmente en Neurospora y riiidn porcino (Leloir
y Cardini, 1956) y posteriormente ha sido identificada en diversas especies de hongos, como
Candida albicans (Nataranjan y Datta, 1993), en protozoos como Giardia intestinalis (Steimle et
al., 1997), en insectos tales como Drosophilia (Benson y Friedman, 1970; Friedman y Benson,

1975), asi como en espermatozoides de hamster (Metacricetus auratus), (Parrigton et al 1996).

Particularmente en nuestro laboratorio se ha purificado la GIcNB desaminasa de E. coli
(Calcagno et a.l 1984) , las desaminasas de corteza renal de perro (Lara-Lemus et al., 1992) y de
bovino (Lara-Lemus ef al., 1998) y se trabaja con la desaminasa humana recombinante tipo I y

tipo II.
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OBJETIVOS:

General:
Realizar la clonacion, purificacion y caracterizacion bioquimica de la enzima Glucosamina-6-

fosfato desaminasa de Bacillus subtilis.

Particulares:

Realizar la clonacion del gennagB que codifica para la Glucosamina-6-fosfato desaminasa de
Bacillus subtilis, a partir de un plasmido de clonacién que contiene el gen nagB amplificado del
ADN genomico de Bacillus subtilis.

Realizar la purificacion de la enzima por medio de un sistema cromatografico.

Determinar la actividad en velocidades iniciales de la enzima en la direccidén de la formacion

de Fru6P mas NH,".
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

La mayoria de los reactivos experimentales utilizados en los procedimientos para la clonacion

y purificacion fueron comprados a la empresa Sigma-Aldrich S.A. de C.V. México.

Cepas bacterianas y plasmidos

La cepa de Bacillus subtilis (ATCC 6051) de donde se extrajo el ADN genémico fue donada
por el Cepario del Departamento de microbiologia de la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Auténoma de México.

Ademas de ésta, se usaron las cepas deEscherichia coli JM101 y IBPC 590 (AnagB::kan,
recAl, Alacl). para la clonacidn y expresion, respectivamente. Esta ultima es una cepa E. coli A
nagB lacl’, por lo que no expresa la glucosamina-6-fosfato desaminasa silvestre pero expresa de

manera constitutiva la GIcN6P desaminasa de B. subtilis al estar bajo el control del promotor /ac.

Elplasmido pGEM-T Easy de la compaiiia Promega es un vector que contiene los promotores
de la ARN polimerasa T7 y SP6 flanqueando la regién multiple de clonacién que contiene la
region que codifica al a-péptido de la enzima [-galactosidasa, asi mismo posee un origen de
replicacion del fago fl y extremos con timinas. Por su parte el plasmido pTZ18U es un derivado
de pUCI18 que al igual que el anterior posee un promotor de ARN polimerasa T7, un origen de

replicacion fl y un gen de resistencia a ampicilina.

Clonacion y construccion del vector de expresion

El ADNendmico de B. Subtilis se asilo utilizando una modificacion al protocolo de
extraccion de ADN de Ausubel et al. (1999) en base a Bustos (1998) (Anexo 1).

Este ADN fue el punto de partida para la amplificacion del fragmento que contiene el gen nagB
de B. subtilis. El ADN genomico fue amplificado por la técnica de PCR con los oligonucledtidos
complementarios para las regiones de inicio y término de la secuencia de la GIcN6P desaminasa
de B. subtilis 5'gga tec aag gag get gac cag 3 BamHI (Tm 65.5 °C) y 5’aag ctt tca agg tct taa tga
cgc 3’ Hind III (Tm 62.1 °C) en presencia de Taq polimerasa, la cual genera extremos con el

nucleo6tido de adenina. EI PCR fue corrido en una mezcla de reaccion de 50 ul consistente de:
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Sul de Buffer 10X, 1ul de dANTP’s stock (100 uM), 7ul del oligonucle6tido BamH I (1uM), Sul
del oligonucledtido Hind III (1uM), 3ul de ADN gendémico (100ng/ul), Sul de MgCl, (50mM),
23.5ul de agua y 0.5ul de Taq polimerasa (5 U/ul). La amplificacion involucrd un paso de
desnaturalizacion inicial de 95 °C / 3 min., seguido por 30 ciclos de 95 °C / 1 min. 45-60 °C / 1

min. y 72 °C /2 min. y una extension final de 72 °C/ 10 min.

El criterio por el cual se seleccionaron a estos dos sitios Unicos de restriccion para estas
enzimas y que fueron adicionados a los oligonucledtidos complementarios es por que generan un
patron de restriccion manejable tanto para la utilizacién del plasmido como de la propia

secuencia del gen (Fig. 7 y Anexo 2).

Posteriormente los productos de esta reaccion a su ves se ligaron al vector de clonacion que
contiene extremos libres con Timinas pGEM-T Easy de la compaiiia Promega, con ligasa T4 de

acuerdo a las instrucciones del fabricante (Fig. 6).

Xmn| 2003
Sez 11930 ks 1
H __ﬂ‘\ 1 elat Puntos de referencia del vector pGEM-T Easy
) A | 2
snn | 26
' HSZl | B Sitio de iniriacién de la transeripeiin de la BRA polimerasa 'T7 1
2 PREM®-T Easy I8cT gez| | 41 Sitio de indciacion de la transcripeidn de la EMA polimerasa SPS 141
e T Seen | 4 Promotor de la RN A polimerasa T7 (-17 2 +3) 2999-3
Ecoll | B2 Fromotor de la B} A polimerasa SPa (-17 a +3) 138-155
spal ] Begdn multiple de clonacidn 10-135
el | 70 Codon de comienzo lacZ 1&0
gezl | 07 Secuencias del operon lac 2855-2996, 166-395
ol sl B Operados lac 200-216
,“_\"iﬂ'é‘ﬂ 1%‘;; Fegidn codificadora de [3- lactamasa 1337-2197
gere) |18 Resién fago £1 ZAE0-2635
Hsi | 1ar
14
T sra

Figura 6. Esquema del vector pGEM-T easy. Tomado del manual de uso del fabricante.

El producto de la ligaciome utiliz6 para transformar una cepa de E. coli JM101 por
electroporacion, utilizando el electroporador Gene Pulser II (BIORAD). Estas células se
sometieron a un sélo pulso de 4 mseg a 18 kv con una capacidad de 25 mF y una resistencia de

200 ohms en celdas de 2 mm de separacion entre electrodos.

1R



Para larecuperasion del gen nagB se incubd durante una hora a 37 °C en medio LB (Luria
Bertrani) liquido en un agitador orbital a 250 rpm para posteriormente pasar 300 ul de la muestra

a placas de agar con medio LB adicionado con ampicilina (100 wg/ml).

Para la seleccion de las colonias se us6 como criterio la resistencia aampicilina dado que el
vector utilizado contiene un gen de resistencia a este antibidtico que le confiere esta capacidad a

las colonias que han adquirido el pladsmido.

A partir de esta caja se aislaron colonias de las cuales se purifico el plasmido con el gen nagB
utilizando el sistema de minipreparaciones (miniprep de la marca QUIAGEN). El método
consistid en romper las células con dodecil sulfato de sodio (SDS) y NaOH, posteriormente se
neutralizo la solucion con acetato de sodio-potasio. El ADN se pasé a través de columnas de

intercambio i6nico para lavar y eluir el ADN utilizando una microcentrifuga.

Este ADN se le digirid con las enzimas de restriccionBamH 1 y Hind 111 ~ de acuerdo al

protocolo siguiente:

ADN 10 ul Incubar | Aplicar choque de | NaCl 1.5 ul Incubar
Buffer 2 10x |1.5ul | durante hora |calor a 65 °C|BSA 100x |[0.2ul |durantehora y
Agua 3.0 ul ymediaa |durante 5 min. y[BamH 0.5 ul media a
Hind 111 0.5 ul 37°C enfriar en hielo 37 °C

por 3 min.

Para corroborar la presencia del plasmido y el inserto del fragmento de ADN del gen de la
desaminasa, el producto de la digestion se sometid a una electroforesis a 100 volts en gel de
agarosa al 1%, y se visualizaron las bandas de ADN teflidas con bromuro de etidio con ayuda de
irradiacion de luz UV y una vez contrastados con los marcadores de peso molecular los productos
de la digestion, tanto el gen como el plasmido fueron purificados del gel de agarosa con el kit
Gene-Clean. Dicho procedimiento consistido en fundir el gel en presencia de KI, se agregd una
resina a la cual por interaccion de carga se le une el ADN, este material con el ADN se lavd y se

le agregd una solucidn con sales con el fin de desprender el material genético.
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El fragmento resultante de la digestion con BamH 1y Hind 111 correspondiente al gen nagB fue
subclonado con los sitios correspondiente en el vector pTZ18U (Fig. 7) y fue transfectado por

electroporacion, usando iguales condiciones a las antes sefialadas, a células competentes de E.

coli IBPC 590 AnagB.

e 6250
— _C CATGATTACGAATTCCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGLCAAGCTTGGCACTGGLCGTCGTTTT
E]

GTACTAATGCTTAAGGGCCCCTAGGCAGCTGGACGTCGGTTCGAACCGTGACCGGTAGCAAAA
EcoR | BamH | Pst | —

—— Foward primer
Sma l Sall Hind NI f

Xmal

Byl |
Puntos de referencia del vector pTZ
PTZ 18/19 U/R Sitio multiple de clonacion de M13DNA - MCS
2580 bp Promotor de la polimerasa T7
Mae | Origen de replicacion pBR 322 ORI
Onigen de replicacion F1 fl ORI

Egll

Figura 7. Esquema del vector pTZ18U. Tomado de Lara 1999.

Produccion de extracto crudo

Se tom6 una muestra de células IBPC 590 transformadas con eplasmido pTZ18U y se
sembraron en medio sélido LB con ampicilina (100 ug/ml). Del medio anterior se tomaron
diferentes colonias y se crecieron en tubos de 10 ml de medio LB con ampicilina y se incub6 a 37
°C en un agitador orbital a 200 rpm durante 12 horas. Por consiguiente se utilizd el cultivo que
mostrd una mayor expresion para la realizacion de preindculos en cuatro matraces Erlen Meyer
de 250 ml del mismo medio a 37 °C con agitacion orbital de 250 rpm durante 5 hrs, los cuales se
adicionaron a matraces con un litro de medio LB con la misma concentracion de ampicilina y se

incub6 durante 12 horas.

Estas células se centrifugaron a 5,000 rpm durante 10 minutos a 4°C (en una centrifuga

Beckman Avanti J-251 rotorBeckman JLA 10.500) y se lavaron con 250 ml de KCI 0.15M en frio
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y nuevamente se centrifugaron bajo las mismas condiciones. Posteriormente se retir6d el
sobrenadante y el precipitado de biomasa celular resultante se lavo y resuspendidé en un
amortiguador Tris 50 mM, pH 8.5, EDTA 10 mM a 4°C. Para liberar el contenido de las células
se rompieron por sonicacion a 4 °C, utilizando un sonicador (Ultrasonic Homogenizer) con
pulsos de 20 segundos con una amplitud de 40 % a intervalos de descanso de 2.5 minutos (para
evitar calentamiento que podria implicar desnaturalizacion de proteinas). La muestra se
centrifugd a 15,000 rpm a 4°C durante 60 minutos para eliminar restos celulares en una

centrifuga Beckman Avanti J-25I rotorBeckman JA 25.50.

Metodologia inicial de purificacion

Se fracciond la muestra usando efectos de solubilidad de las proteinas por medio de
precipitacion con sulfato de amonio de la siguiente forma: al sobrenadante se le agregd sulfato de
amonio ((NH4)>SO4) hasta obtener una solucion saturada del 35 % y nuevamente se centrifug6 a
5,000 rpm a 4°C durante 30 minutos, posteriormente se saturd el sobrenadante al 55% y por
ultimo se realizod una saturacion de 55 a 70%. A todas estas muestras se les realizo una prueba
preeliminar que detecta la formacioén de D-fructosa-6-fosfato por medio de una deshidratacion
con resorcinol (Midelfort, 1976), origindndose una coloracion rosada-rojiza, para ubicar aquel
porcentaje en donde precipitd la GIcN6P desaminasa y al mismo tiempo se corrieron las muestras

en gel de SDS-poliacrilamida 12% usando el buffer Laemli para ubicarla por peso molecular.

Una vez obtenida la fraccion con actividad d€:1cN6P desaminasa obtenida a partir del
precipitado con sulfato de amonio, la muestra se resuspendié en 4ml de buffer Tris 100 mM pH
8.2 y se filtr6 para eliminar contaminantes con filtros de 0.45 um y posteriormente se corri6 la
muestra por una columna cromatografica de exclusion molecular Superdex S-200 de 16 x 600
mm a un rango de flujo de 0.20 ml por minuto con buffer Tris 100mM pH 7.5 en presencia de 8-
mercaptoetanol (1%) y posteriormente las fracciones con actividad de la enzima se reunieron y se
concentrd por centrifugacion con amicones. El paso siguiente consistio en colocar la muestra en
una columna de intercambio i6nico Mono Q HR 16/ 10 donde fue eluida con un gradiente linear

de NaCl (0-600mM) en Tris 100 mM pH 8.5 a un rango de flujo de 1 ml por minuto.
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Ensayos enzimaticos

Se realiz6 la determinacion de velocidades iniciales de la enzima en la direccion de la
formacion de Fru6P en una mezcla de reaccion de 200 ul que contiene amortiguador Tris HCI pH
8.2 100 mM, EDTA 25 mM, con concentraciones variables de activador y de sustrato. La
reaccion se inicio por la adicion de la enzima y la mezcla se incubd a 30 °C para posteriormente
ser interrumpida a los 20 minutos mediante la adicion de 2 mL de HCI 10 M. La concentracion de
fructosa formada durante la reaccion fue estimada a tiempos fijos por el método de resorcinol
adicionando 0.5mL de resorcinol e incubando por 10 minutos a 70 °C y leyendo a través de
espectrofotometricamente a 512nm. Las lecturas se interpolarén en una curva patrén de Fru6P
(Anexo 4).

Estos datos fueron analizados por regresion no linear utilizando el program®rigin 6.0
(MicroCal Software, Inc., Northampton, MA). Los datos se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-

Menten.

Secuenciacion y alineamiento
Para verificar que se estaba trabajando con el gen correcto, éste se secuencid, en la Unidad de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular con un equipo ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer de Perkin-Elmer, confirmando asi la identidad del gen (Anexo 3).
La secuencide nucledtidos obtenida en este estudio se analizd usando el programa de
manipulacion de secuencias DNA Strider 1.2 y se tradujé a secuencia de aminoécidos con este
mismo programa. Se realizo el alineamiento de las secuencias de nucleo6tidos de la desaminasa de

E. coliy la B. subtilis mediante el programa Clustal X 1.8.

Prediccion del modelo estructural por homologia

A partir de esta misma secuencia se generd un modelo tridimencional de la GIcN6P desaminasa
de B. subtilis en base a la secuencia de aminoacidos por medio de homologia comparativa a
través de la libreria ExPDB usando el servicio automatizado que presta Swiss-Model (a través de

su pagina http://swismodel.expasy.org). Este modelo en particular estd basado en los archivos

1fs6.pdb y 1hot.pdb que corresponden al conformero T de E. coli a 22 A y al complejo con N-

acetil glucosamina a 24 A de resolucion, respectivamente.
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Analisis de identidad

Se construy6 undendrograma con el programa Treeview 1.6.6 basado en las secuencias de
aminoacidos de las desaminasas de organismos modelos en base a las secuencias depositadas en
la base de datos del GeneBank, mientras que la matriz de distancias se realizd con ayuda del

programa MegAlign (Lasergene System, DNAstar, Madison, WI).
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RESULTADOS

Clonacion

La region que codifica de la GIcN6P desaminasa fue obtenida apartir del ADN gendémico de B.
subtilis a través de la técnica de PCR usando los cebadores previamente disenados.
El producto obtenido de la amplificacion del gen nagB mediante la técnica de PCR se someti6 a
una electroforesis, obteniendo de esta forma una banda tnica de peso molecular de
aproximadamente 700 pb, y dado que su peso calculado a partir de la secuencia es de 729 pb,

asumimos que el producto obtenido corresponde al gen nagB.

Figura 8. Amplificacion por PCR del gen
nagB. El carril uno corresponde al marcador de
peso molecular 1Kb, mientras que los carriles
restantes son el producto obtenido por PCR de la

amplificacion del gen nagB.

El producto de PCR que presenta extremos con el nucledtido de adenina fue ligado al vector de
clonacion pGEM-T Easy, el cual se encuentra abierto y presenta en sus extremos sitios con
timinas (sitio poli T), por lo tanto bajo condiciones de ligacion con ligasa T4, el fragmento se une
al vector de clonacion (Fig. 11).

La razon de usar esta estrategia es buscar una mayor eficiencia de los cortes con las enzimas de
restriccion BamH 1- Hind 111 al subclonar en el vector de expresion pTZ18U, esto debido a que la
digestion con enzimas de restriccion de fragmentos lineales con sitios de corte en los extremos

generalmente es menos eficiente que en ADN circular.

El producto de ligacion fue utilizada para transformar célulaselectrocompetentes de E. coli

JM101, ya que nos permite obtener una mayor cantidad del plasmido pGEM-nagB.
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A las células recombinantes obtenidas de la clonacion se les extrajo el plasmido designado con el
nombre de pGEM-nagB y se purificé de acuerdo a lo descrito previamente en materiales y
métodos.

Considerando que la clonacion se realizo en una region flanqueada por los sitios para las enzimas
de restriccion BamH 1y Hind 111 y no se sabe en que direccion se insertd en el vector pGEM-T
Easy, se realizo la digestion correspondiente, obteniendo un fragmento de aproximadamente 740
pb, que se purificé y utiliz6 para realizar la subclonacion en el vector de expresion pTZ18U (Fig.

11).

Subclonacion

Se realiz6 la construccion de un sistema de expresion a través de la insercion del fragmento del
gen nagB de B. subtilis obtenido a partir de la digestion del vector de clonacion, en pTZ18U bajo
el control del promotor lac. Para este proceso el vector fue previamente digerido con las mismas
enzimas de restriccion con las que se digirid el gen nagB. Esto permite que el producto ligado se

encuentre direccionado con respecto al promotor /ac del vector de manera adecuada (Fig. 9, 11

y12).
Este plasmido resultante designado como pTZ-nagB (Fig. 9) fue transformado en la cepa E.

coli IBPC 590 carente del gen nagB de E. coli para ser expresado de manera constitutiva y fue

crecida durante toda la noche a 37 °C en 10 ml de medio LB.

Hind 11

Figura 9. Mapa grafico

pTZ - nagh

3561 bp BamH | del plasmido pTZ-nagB.

AMmp Prormotar T7

Promotar Lac

74



A continuacioén se seleccionardn diez colonias a las cuales se les extrajo y purifico el plasmido
pTZ-nagB. Para verificar la presencia del inserto se purifico el plasmido con la copia del gen
nagB que codifica para la GlcN6P desaminasa a partir de dicho cultivo y se digirié con Hind 111
y BamH 1, corroborando de esta manera los tamafios correctos del plasmido (2.85 Kb) y el inserto
del gen de la glcN6P desaminasa (~740 pb) en electroforesis de agarosa al 1% (Fig. 10). Se
visualizarén las bandas de ADN tefiidas con bromuro de etidio con ayuda de luz UV y se
contrastaron con los marcadores de peso molecular A digerido con Hind III, la escalera de 100 pb

desde 1500 pb a 100 y el marcador de peso molecular ¢X174 digerido con Haelll.

Vector pTZ18U
(2.85 kB)

Gen nagB
(~740 pb)

Figura 10. Estimacion del tamafio del gen nagB y el vector pTZ18U. Los carriles 2,4y 6
corresponden a las muestras digeridas con BamH I y Hind III que muestran al vector pTZ18U
(2.85 Kb) y al gen nagB (741 pb). Carril 1 corresponde a el marcador de peso molecular AHind
III (23130 pb, 9416 pb, 6557 pb, 4361 pb, 2322 pb, 2027 pb, 564 pb y 125 pb) el carril 3
corresponde a la escalera de 100 pb (1500 pb, 1000 pb, 900, 800, 700, 600 a 100 pb). El carril 5
es el marcador de peso molecular $X174 DNA/Haelll (1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 234, 194,
118 y72).
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Para corroborar que el gen aislado fuera el indicado se secuencio el plasmido obtenido (Anexo
3) por medio del sistema automatizado ABI PRISM 310 Genetic Analyzer de Perkin-Elmer,
division Applied Biosystems en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM. El andlisis de esta secuencia revela la presencia de la construccion pTZ-nagB
(Fig. 9) en la cual se observan los sitios correspondientes al promotor T7 corriente arriba del
codon de inicio, asi como es identificada la secuencia correspondiente al promotor /ac en la
region casi inmediata a éste. Mientras que el producto ligado se encuentre direccionado con
respecto al promotor /ac del vector pTZ18U (Fig. 12). De igual manera se corrobor¢ la presencia
de una secuencia Shine-Dalgarno antes del codon de inicio y del sitio de corte BamHI incluido en

el cebador, que en principio debe permitir la expresion de la desaminasa de Bacillus subtilis.

Expresion y sobreexpresion
Se verific6 la expresion de la proteina seleccionando diferentes colonias de la cepa

recombinante IBPC 590 por medio de un gel acrilamida-SDS al 12%. Como vemos en la figura
13 los carriles 2-6 que correspondientes a colonias con el plasmido muestran una banda cercana a
los 27 kDa que contrasta con los carriles 8 y 9, que son muestras de la cepa IBPC 590 carente de
el gen nagB, las cuales si bien presentan bandas a esta altura, muestran una intesidad en las
bandas menor a aquellas colonias con el gen nagB, por lo que asumimos que esta banda pertenece
a la glucosamina 6-fosfato desaminasa de B. subtilis y que por lo tanto esta expresandose en la

cepa.

Se verifico lasobreexpresion de la enzima GIcN6P desaminasa por medio de un gel de
acrilamida 12% (p/v) en presencia de SDS, seleccionando de esta forma a aquellas colonias con
el mayor grado densitométrico dado por el ancho e intensidades de banda, originados por el
colorante de Coomassie en cada uno de los carriles (Fig. 13), extrapolando estos datos con el
grado de expresion para realizar los cultivos (un total de cuatro litros) a partir de los cuales se

inicio la purificacion.
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| 10 | 20 | 30 | 40 | 50

1 gcggaagage gceccaatacg caaacegect cteeeegege gttggecgat
Promotor Lac =»

| 60 |70 | 80 |90 | 100
tcattaatgc agetggcacg acaggtttcc cgactggaaa gegggcagtg 100
Operon Lac =

101 agegcaacgc aattaatgtg agttagetca ctcattagge accccagget

ttacacttta tgcttcegge tcgtatgdtg tgtggalattg tgagcggata 200

Promotor T7 =

BamH | Shine-Dalgarno

201 acaatttcac acaggaaaca gctatgacca tgattacgaa tdtaatacga

ctcactatag ggﬂaattcgag ctcggtacce gg@gatccba ggagbctgac 300

Codon de micio »
301 cagathtgaa agtaatggaa tgtcaaacgt atgaagagct aagccaaata

401 cggtttagcA acAggcggea caccggaagg cacgtatcge cagetgatcee
501 ttggatgagt acgccggact ttcaagegat gacccgaaca getatcactt
601 attttattcc gaatggaaat gcagacgatt tggaggccga atgcagacgg
701 catcggcega aacggacaca tcggctttaa cgaaccggga acgtctttca
801 gccagatatt ttecctecat agacagegtg ccgaaaaaag cactCacaat

901 gaaaaagcaa agcggaagct gttcgtaage tgttagaagg aaacataagc
O Hind 1II
1001 gAttgatcgt gaagecgegt cattaagacc titgaaagett| ggcactggec
Codon de paro
1101 cgecttgeag cacatcecce tttegecage tggegtaata gegaagaggc

gcagccagaa taacggcaga tacaatcaaa gaaaaacctg atgetgttet 400
gcetgeacca aactgagaat ctetcatttc aaaacGtcac tacagttaat 500
ctatatgaac gaccgttttt ttcagcatat cgacagcaag cctageegge 600
tatgaacagc tagtcgaGtc ccteggegGe actgacatte agettetegg 700
agtcgegaac tcatgttgtg acTttaaatg aAcaaacTeg ccaGgcAaat 800
gggaattcaa acgatactct caagcaageg cattctgetg ctCatttetg 900
gaagattttc ccgeGtetge tttgcacctg cattcegatg ttacggtttt 1000

gtcgttttac aacgegtgac tgggaaaacc ctggegttac ccaacttaat 1100

ccgcaccgat cgeectteee aacagttgeg cagectgaat ggegaatggg 1200

Figura 12. Analisis de la secuencia de la Construccion pTZ-nagB.
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Figura 13. Visualizacion de la sobreexpresion en gel de acrilamida. Los carriles 1 y 10
corresponden al marcador de peso molécular, los carriles 2-6 corresponden a las cinco colonias
con el gen nagB de Bacillus subtilis, donde se observan las distintas expresiones de la enzima. El
carril 7 es una muestra de la enzima TIM (Triosafosfato isomerasa de levadura) de ~27 KDa. Por

ultimo los carriles 8 y 9 son IBPC sin transformar.

Purificacion parcial

La purificacion de la enzima se inici6 con el fraccionamiento del sobrenadante de la mezcla en
crudo, de lo cual se pudo observar que esta enzima precipita en un rango amplio que va de 30-
60% de sulfato de amonio. Subsecuente al fraccionamiento la muestra se pasé por la columna
cromatografica de exclusion molecular Superdex S-200 de 16 x 600mm. En este paso la enzima
(detectada por actividad) empieza a salir a entre los 60 a 80 ml a un flujo de 0.2 ml/ min, lo que
constata su bajo peso molecular. A continuacion la muestra con actividad de GIcN6P desaminasa
se concentro para ser aiadida a la columna de intercambio i6nico Mono Q 16/10 inicialmente a
pH 7.5 (ya que el punto isoelectrico estimado con el programa Editseq Lasergene System,
DNAstar de acuerdo a la secuencia de aminodcidos fue de 5.9), sin embargo la enzima no se unio6

a la columna por lo que se cambi6 a pH 8.5.

Durante la purificacion la banda correspondiente a 1&G1cN6P desaminasa de B. subtilis,

contrario a lo esperado, decrementa su intensidad en cada uno de los pasos (precipitacién con
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sulfato de amonio y exclusion molecular, superdex 200) (figura 14), por lo que es clara la perdida
de enzima durante el proceso de purifcacion, lo que implica que la estrategia seguida hasta el

momento no es la mas adecuada.

TN . e 4 e

Figura 14. Analisis de las fracciones en los
distintos pasos conforme al progreso de la
purificacion. Carril 1y 5, TIM (27 ~kDa); carril 2,

proteinas de extracto crudo; carril 3, precipitado

-y | = | - obtenido con (NH4),SO4 y carril 4, elusion de la

columna de exclusién molecular Superdex 200.

Fraccion con actividad

v

Figura 15. Cromatograma de 12
purificacién de la GIeN6P = 1o
desaminasa de B. subtilis en jzﬁi 05
la columna superdex 200. o
o.a -
o2+
OO e Tanle L ole enl el e i &l
o 20 A1) &0 20 100 120 140 160

loscromatogramas del corrimiento del extracto tanto de la columna superdex 200 como de la
columna de intercambio ionico monoQ, no muestran un pico definido en la region de actividad
(Fig. 15) y se distribuye en varios tubos por lo que se arrastran otras proteinas junto con la

desaminasa y al mismo tiempo se diluye la muestra, como se ve en el gel de la Figura 14.
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De acuerdo a los datos electroforéticos obtenidos de su migracion en geles de poliacrilamida al

12% p/v en condiciones desnaturalizantes, el monomero de la GIcN6P desaminasa de Bacillus

subtilis tiene una masa molecular relativa cercana a los 27 kDa, tal como se observa en la Figura

16.

L R SR SR

e

97.4 kDa

66.2 kDa s

39.2kDa —

26.6 kDa s ' <

21.5kDa

14.4 kDa

Figura 16. Estimacion de la pureza y tamafo de la GIcN6P desaminasa de B. subtilis

mediante electroforésis desnaturalizante. Carril 1 muestra el marcador de peso molecular,

mientras que los carriles 2-5 pertenecen a los tubos correspondientes al pico de la desaminasa en

el cromatograma de intercambio ionico (monoQ 16/10), por ultimo el carril 6 corresponde a la

proteina de referencia TIM.

Tabla 1. Perfil de purificacion de la glucosamina 6-fosfato desaminasa de B. subtilis.

PROTEINA ENZIMA
Volumen Concentra- Proteina total Concentra- Actividad Total de Rendi- Factor de
(ml) cién (mg) cioén especifica enzima miento purifica-
(mg/ml) (Ul/ml) (Ul/mg) (UI) (%) cioén
Extracto crudo 67 59.86 4010.62 1.15 17.16> 68.82 100 1
Precipitado 3 9.86
(NH,)2S0, 4 46.32 185.28 0.677 169.25 31.35 45.55
Exclusién 3 2.58
e 15 1025 15375  0.663 442 6.79  9.86
Intercambio

i6nico

4 1.57 6.28 0889 566247 355 5158 299

Como vemos en la Tablal, la actividad especifica de la desaminasa en el extracto crudo es de

0.017 unidades/mg de proteina, mientras que después de la purificacion parcial, la preparacion
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de la enzima muestra una actividad especifica de 0.5 unidades/mg de proteina, por lo que
tenemos un rendimiento de purificacion de 5.158%, esta cantidad resulta ser muy baja para dar

una resolucion en el gel de SDS-poliacrilamida (Fig. 16).

Estudio cinético preliminar

El primer paso en el estudio de la actividad de la enzima aun impura consistié en determinar la
forma en que varian los valores de velocidad inicial sobre un rango de valores de pH del medio
en el cual se encuentra la enzima. Dichos resultados demuestran que la enzima es activa a pH

entre 6.5 a 8.8, obteniendo una mayor reaccion colorimétrica con el resorcinol a pH de 8.2.

Con respecto al ensayo cinético se realizaron curvas a diferentes concentraciones de sustrato
cuyos resultados preliminares han demostrado que la GIcN6P desaminasa de Bacillus subtilis
presenta cinética hiperbolica. La adicion de diferentes concentraciones de GIcNAc6P que sirve
como activador alosterico en la GIcN6P desaminasa de E. coli, no produce un incremento en la
actividad de la enzima. (Fig.17). Estos datos muestra que la GIcN6P desaminasa de B. subtilis no

responde alostericamente a GIcNAc6P como el de E. coli.

0.16-
[
0.12
=
c
N
—
0  0.08
n
<
Vmax KM
0.04- e GICNAC6P 0.0mM 0.136 +/-0.005 0.441 +/-0.076
GIcNAC6P 1.0 mM 0.128 +/-0.007 0.653 +/-0.138
0.0 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

GIcN6P mM

Figura 17. Curva de la cinética de la GIcN6P desaminasa de B. subtilis a distintas

concentraciones de sustrato, en precencia y ausencia de GIcNAc6P.
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Analisis estructural por homologia a partir de la secuencia primaria

Se obtuvo la secuencia de residuosaminoacidicos a partir de la secuencia de nucleétidos del

gen nagB usando el programa de manipulacion de secuencias DNA Strider 1.2.

Se realiz6 el alineamiento de las secuencias de la desaminasa de E. coli y la B. subtilis mediante
el programa Clustal X 1.8, a partir de los datos obtenidos de la secuenciacion y las bases de datos
del Gene Bank y Protein Data Bank, donde primeramente se observo que la cepa con la cual
trabajamos presentd cambios en comparacion con la secuencia depositada en la base se datos del
Gene Bank con clave NP _391382.1. Estos cambios se localizan en tres aminoacidos de la
cadena, que consisten en la sustitucion de Isoleucina 61 por Valina, Aspartico 121 por Glutdmico

y Aspartico 125 por Glicina.

Si observamos el alineamineto de las dos secuencias (Fig. 18) algo que resalta a simple vista es
que éstas no poseen el mismo nimero de residuos siendo mayor la de E. coli con 266
aminoacidos que le otorgan 24 aminoacidos adicionales en comparacion a la secuencia de B.
subtilis que s6lo cuenta con 242 residuos. A pesar de ello el porcentaje de identidad entre los
residuos de aminoacidos entre ambas desaminasas resulta ser bajo en comparacidon con otras
secuencias ya que ésta es de solo el 36.8%. Si incluimos las sustituciones conservadoras las dos
proteinas son similares tan solo en un 63.77 %, lo que nos lleva a cuestionar que tan conservada

se encuentra la estructura primaria de esta enzima durante la evolucion.

Todos los residuos que forman parte del sitio activo de la GIcN6P desaminasa de E. coli, estan
completamente conservados en la GIcN6P desaminasa de B. subtilis, la Gnica diferencia
encontrada, es el residuo correspondiente al Aspartico 141 sustituido por Asparagina. Sélo los
residuos del sitio alostérico Metl y Ser 142 estan conservados y el resto de los residuos presentan
sustituciones conservadoras, con excepcion del residuo Lisina 160 que es sustituido por una
Valina y el residuo Tirosina 254 considerado el switch alostérico, que no estd presente en la

secuencia de Bacillus subtilis (Fig. 18).
Otro punto importante a observar en este alineamiento es la ausencia de los residuos 246-250
en Bacillus subtilis, representan la perdida de los residuos que conectan a las subunidades en el

eje de orden dos en Escherichia coli.
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B.subtilis 1MKVMECQTYEELSQI AARI TADTI KE-KPDA----VLGLA 35
E. coli 1MRLI PLTTAEQVGKWAARHI VNRI NAFKPTADRPFVLGLP 40
B.subtilis 36 TGGTPEGTYRQLI RLHQTENLSFQNVTTVNLDEYAGLSSD 75
E. coli MTGGTPMTTYKALVEMHKAGQVSFKHVVTFNMDEYVGLPKE 80
B.subtilis 76 DPNSYHFYMNDRFFQHI DSKPSRHFIPNGNADDLEAECRR 115
E. coli 8 HPESYYSFMHRNFFDHVDI PAENI NLLNGNAPDI DAECRAQ 120
B. subtilis 116 Y EQL VESLGGTDI QL LGI GRNGHI GFNEPGTSFKSRTHVV 155
E. coli 121 YEEKI RSYGKI HLFMGGVGNDGHI AFNEPABSISILASRTRIIK 160
B. subtilis 156 TLNEQTRQANARYFP-SI DSVPKKALTMGI QTI LSSKRI L 194
E. coli M1 TLTHDTRVANSRFFDNDVNQVPKYALTVGVGTLLDAEEVM 200
B.subtilis 195 LLI SGKSKAEAVRKLLEGNI SEDFPASALHLHSDVTVLI D 234
E. coli 201l LVLGSQKALALQAAVEGCVNHMWTI SCLQLHPKAI MVCD 240
B. subtilis 235 R - - - - - - - =« =« = - - - - - --EAASLRP 242
E. coli 2MEPSTMELKVK|ITLRNMIFNELEAENI KGL 265
. Aminoacidos del sitio alosterico. L
[ ] Aminoacidos que conectan a las
Aminoacidos del sitio activo. subunidades en el eje de orden dos.

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los genes nagB de B. subtilis y E.
coli. En este alineamiento se denotan los residuos de importancia tanto para la actividad como

para la alosteria.
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Figura 19. Perfil de hidrofobicidad de las secuencias de B. subtilis y E. coli. La parte
sombreada comprende gran parte de la ubicacion de los residuos tanto del sitio activo como

alostérico.

Como se observa en la Figura 19, la secuencia dB. subtilis presenta un perfil de
hidrofobicidad similar al de E. coli, conservando la mayoria de las interacciones de caracter
hidrofébico que estabilizan el plegamiento. Lo mismo ocurre con los residuos que interactuan en

el mecanismo de reaccion, lo que sugiere que el plegamiento debe ser similar.
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Desarrollo del modelo computacional probable de la GIcN6P desaminasa de B. subtilis a
partir del modelo cristalografico de la enzima de E. coli

El modelo computacional de lglucosamina-6-fosfato desaminasa de B. subtilis (Fig. 20)
basado en su secuencia de aminodacidos, se generd por medio de homologia comparativa a través
de la libreria ExXPDB usando el servicio automatizado que presta Swiss-Model (a través de su

pagina http://swismodel.expasy.org), obteniendo de esta forma Unicamente la unidad

monomeérica.

Figura 20. Modelo tridimensional de la unidad monomérica de la GIcN6P desaminasa de

B. subtilis.

Para la construccion del modelohexamérico se realizé un acoplamiento de las estructuras por
medio de un alineamiento estructural usando el programa DeepView-Swiss-PdbViewer v 3.7 a
partir del modelo cristalografico de la enzima homologa de E. coli en su conférmero R, ya que
éste mostrd una mejor simetria con respecto a nuestro modelo.

Una vez realizado esto se obtuvieron las coordenadas tridimensionales de cada monomero
superponiendo nuestro modelo con cada uno de los mondémeros del modelo de E. coli,
orientandolos de acuerdo al mismo patron geométrico considerando el mismo nimero de
aminoacidos. Con esto se pudo construir todo un modelo hexamérico para B. subtilis a partir del

cual se generaron modelos supuestos tanto del dimero como del trimero para estudiar a detalle la
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interface de los sitios de contacto entre las subunidades, tal y como se muestran en las Figuras 21

y 22.

Figura 21. Zona de contacto entre las subunidades en el eje de orden dos. A la izquierda (A)
se muestra el modelo de los posibles contactos en la GIcN6P desaminasa de B. subtilis, mientras
que del lado derecho (B) se muestra la zona de contacto en el eje de orden dos del modelo

cristalografico de E. coli.

Figura 22. Zona de contacto entre las subunidades en el eje de orden tres. A la izquierda (A)
se muestra el modelo supuesto de la GIcN6P desaminasa de B. subtilis, mientras que del lado
derecho (B) se muestra el de E. coli.
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Analisis de identidad

Como se observa tanto en la Tabla II como en la Figuras 23 y 24, el porcentaje de identidad
entre las GIcN6P desaminasas de Bacillus subtilis, Giardia intestinalis y Candida albicans
resultan ser mayores que con respecto a Escherichia coli, por lo que filogenéticamente se
encuentran mas relacionados entre ellos que con respecto a esta ultima. Siendo mayor la
identidad entre G. intestinalis y C. albicans con respecto a B. subtilis, siendo la secuencia de C.

albicans la que presenta mayor porcentaje de identidad con E. coli.

La base estructural comparativa en el alineamiento de estas secuencias en los distintos
organismos definen dos grupos: el de las GIcN6P desaminasas alostéricas y el de las GIcN6P

desaminasas no alostéricas, que pueden diferenciarse pricipalmente por los siguientes puntos:

* El ntimero de residuos que componen los extremos C-terminal y N-terminal, que marcan

al mismo la diferencia tiempo en peso molecular.

* La sustitucion de residuos que intervienen en la regulacion de tipo alostérico de estas

proteinas, principalmente la del residuo 161.

* La sustitucion del residuo 141 del sitio activo de esta proteina.

De acuerdo a estos resultados, pareciese que dicha relacion de agrupamiento esta relacionada con
el cardcter de oligomerizacion de estas proteinas, asi como del nimero de residuos que las

integran.

A pesar de estas diferencias, esta comparacion nos permite decir que estas enzimas pertenecen
a una familia de proteinas que realizan la misma funcion de desaminacion e isomerizacion, ya sea
con el mismo sustrato de algin otro aminoazucar. Por lo que el valor de sustitucion de estos
residuos puede ser un indicador de las restricciones funcional y estructural en la diversificacion

de esta proteina. Permitiendo conservar sus propiedades fisico-quimicas.
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Tabla II. Porcentajes de identidad y valores de divergencia creados a partir de las
secuencias de aminoacidos depositadas en la base de datos del GeneBank de organismos

modelo a través del programa MegAlign.

Porcentaje de identidad
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— Xenopus laevis [

Caenorhabditis elegans

Escherichia coli (Hexamero)

Candida albicans (Dimero)

Griardia intestinalis (Monomero)

Bacillus subtilis =

Oceanobacillus iheyensiis

Bacillus halodurans

Thermoanaerobacter tegnogens

Lactobacillus plantarum

Drosophila melanogaster

Anopheles gambiae
Xenopus laevis 2
Homo sapiens 2
Muis musculus 2

Homo sapiens 1 (Hexamero)

Mus musculus 1

Mesocricetus auratius
0.1

Figura 24. Dendrograma del patron de agrupamiento creado a partir de las secuencias de
aminoacidos depositadas en el GeneBank de organismos modelo a través del programa

TreeView.
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DISCUSION

La @Bla¥éaminasa de Bacillus subtilis exhibe una masa molecular en estado
desnaturalizado cercano a los 27 kDa, que es similar a la de las desaminasas de E. coli (29.7
kDa) (Calcagno et al, 1975), la de rifion de perro (30.4 kDa) (Lara-Lemus et a/, 1992), la de C.
albicans ( 28 kDa) (Nataranja y Datta, 1993) y la de G. intestinalis (29 kDa) (Steimle et al,
1997).

En cuanto al peso molecular en estado nativo que indique si presenta oligomerizacion, es dificil
hasta el momento realizar una comparacion ya que desconocemos el nimero de subunidades que
integran a la GIcN6P desaminasa de B. subtilis dado que éstas, como se puede observar en la
literatura, pueden variar considerablemente, por ejemplo la desaminasa de G. intestinales
presenta una masa de 29 kDa tanto en condiciones desnaturalizantes como nativas (Steimle et al,
1997), C. albicans (43 kDa) que es un dimero (Nataranja y Datta, 1993) difiere
considerablemente con respecto a la de E. coli (178 kDa) dado que ésta se compone de seis

subunidades (Calcagno et al, 1975).

Los valores de actividad de GIcN@ desaminasa presento un rango aun mayor que el resto de
las GlcN6P desaminasas de 6.5 a 8.8 en comparacion con C. albicans (pH 7.5-7.8), G.
intestinallis (pH 8.5-9.0) y E. coli (pH 7.6-8.2).

En cuanto a la activacion y regulacion alostérica, la desaminasa deB. subtilis presenta un
comportamiento similar al de G. intestinalis (Steimle et al, 1997) y C. albicans (Nataranja y
Datta, 1993) las cuales no responden a la GIcNAc6P ya que no presenta cambios significativos
en su velocidad al encontrarse bajo efectos del activador GIcNAc6P como sucede en E. coli, en
cuya ausencia presentan una cinética sigmoide y en la cual el activador alostérico tiene el efecto
de aumentar la afinidad aparente de la enzima por la GIcN6P 6 la Fru6P en el sentido inverso,

por lo que que reafirma el estado no alostérico de la GIcN6P desaminasa de B. subtilis.

El alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de las secuencias deB. subtilis y E. coli

nos permiten obtener una idea de los residuos fundamentales implicados en la catlisis.
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Los aminodcidos relacionados con la catalisis se encuentran conservados, asi por ejemplo, el
Glu 73 que es fundamental para formar un enlace entre la hélice 3 y la hebra beta A" para
mantener en su posicion a la hebra § A" que contiene al Asp 72, esta presente en ambas GIcN6P

desaminasas.

La posicion 40 y 41 que en E. coli es Pro y Thr mantienen en B. subtilis un par de aminoacidos
que conserva el patron estructural: Ala y Thr. En el asa catalitica se mantienen la posicion 142
con Gly y 143 con His. Ademas el residuo 141 mantiene un aminodcido polar que puede estar
cargado negativamente dependiendo del aminodcido presente en la posicion 148 (por lo general
cargado negativamente). Es importante mencionar que estas dos ultimas posiciones (141 y 148)
forman, junto con la His 143, la triada catalitica que promueve el intercambio de protones durante
la abertura del anillo del substrato. Pese a que existen cambios en el aminoacido 141 se conserva
un aminodcido con carga negativa (Glu), estos cambios sugieren que el flujo de protones requiere
unicamente dos aminoacidos para abrir el anillo del azucar (la His y un residuo 4cido). En el sitio
activo la Gly 205 se requiere para mantener el plegamiento local, y la Lys 208 que es uno de los

ligantes del fosfato.

En cuanto a los aminoécidos del sitioalostérico que participan en la union del fosfato de la
GIcNACc6P, se encuentran sustituidos en su mayoria por otro residuo de igual caracter, salvo la
posicion de la Lys 160 que ésta sustituida en B. subtilis por una Valina, perdiendo una carga
necesaria para el enlace del fosfato del activador. Sin embargo, estos cambios, aunados a la
existencia de cambios en los residuos periféricos, podrian estar interfiriendo en la union del
activador (Fig. 27), lo cual no nos extrafia, pues esta misma posicion se encuentra de igual
manera sustituida en las GIcN6P desaminasas no alostericas de C. albicans y G. intestinalis por

la Val 160 presente en B. subtilis.
Siguiendo con este analisis, es interesante hacer notar que a diferencia de GIcN6P desaminasa

de E. coli los sitios del segmento carboxilo y amino terminal de la enzima, no tienen este

segmento, como se observa en la Figura 26.
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Fig 25. Region del sitio activo del modelo de la enzima de B. subtilis (en color obscuro)

alineado con la estructura cristalografica de la GIcN6P desaminasa de E. coli (en color

claro). La denotacion con asterisco remarca el cambio del aminoécido en esta region en las secuencias.

4A

Figura 26. Superpocicion de
los modelos tridimensionales
de la GIcN6P desaminasa.
En color azul se presenta el
modelo de la GIcN6P
desaminasa de B. subtilis y en
color rojo se muestra la
unidad mondémerica de la

GIcN6P desaminasa de E. coli.



El alineamiento estructural (Fig. 26) nos permite comparar los modelos del plegamiento de la
cadena principal y observar los cambios de estructura por los diferentes aminodcidos de cada

secuencia, haciendo evidente la similitud de las estructuras.

THR5 - U mETe

* ARG 156, LA e

VAL 159
BNV 1T RN

wivsten |

Fig 27. Region del sitio alosterico del modelo de la GIcN6P desaminasa de B. subtilis (en
color obscuro) alineado con la estructura cristalografica de la GIcN6P desaminasa de E. coli
(en color claro). Los asterisco marcan los aminoacidos variantes en las secuencias. En recuadro

se encuentra el aminoacido ausente en B. subtilis.

La posicionVal 249 que resulta ser una interaccion muy importante en la region de contacto
entre las subunidades en el eje de orden dos en E. coli, debido a la interaccion hidrofobica que
éste realiza, se pierde en B. subtilis, de igual forma se pierde el puente salino entre el Glu 246 con
el nitrogeno de la Lys 248 (Fig. 28), que es clave para la estabilidad del contacto entre las

subunidades del dimenro.
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Figura 28. Interaccion de la lys 248 y Glu
246 entre las subunidades en el eje de orden
dos en la GlcN6P desaminasa de E. coli.
Imagen cortesia de Ismael Bustos Jaimes,
Laboratorio de Fisicoquimica e Ingenieria de

Proteinas, UNAM.

En cuanto a los aminoacidos que interactian entre lassubunides para formar el trimero, a
excepcion de la Serina 152, el resto de los residuos se encuentran sustituidos. De esta manera
Leu 153 presente en E. coli se encuentra sustituida por Phe en B. subtilis, Val 216 por Leu y
Val 220 por Ile, todos ellos aminoacidos homologos entre si, al igual que las sustituciones de
Ala 150 por Gly, His 222 por Glu y Gln 230 por His, que debido al caracter particular de cada
uno de estos pueden cambiar dependiendo de su entorno y por tanto las interacciones que

puedan generar.

A pesar de que se cred un modelo de interaccion de un posible trimero deB. subtilis que
mantiene el plegamiento en esta region y que se cuenta con el modelo de esta region creado en
base a la estructura de la GIcN6P desaminasa de E. coli (Fig. 29 y 30) no es posible obtener
una conclusiéon concreta de esto, ya que no necesariamente se tiene que formar un trimero,
como sucede con Candida albicans, que se reporta como dimero, pero del cual no existe

cristal.
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Figura 30. Esquema de interacciones del trimero de E. coli en base al archivo 1CDS.
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LaGIcN6P desaminasa de E. coli tiene regiones estructural y funcionalmente homodlogas con
los dominios de unidon a NAD,presentes en muchas otras enzimas, de forma que el plegamiento
de la GIcN6P desaminasa de E. coli se puede describir como un dominio de uniéon a NAD. Este
dominio esta compuesto por una hoja f—a—f3 que presenta dos motivos estructurales de union a
mononucleotido o “pliegue de Rossmann”, del cual uno esta encargado de unir el pirofosfato del

NAD.

En laGIcN6P desaminasa de E. coli presenta modificaciones a este dominio, sin embargo el
plegamiento sigue las mismas caracteristicas, ejerciendo una funcion similar: unir el fosfato de la
glucosamina. EIl motivo estructural fA-al-BB del dominio de uniéon a NAD es equivalente al
motivo estructural BB-a2-fC-PA de la GIcN6P desaminasa E. coli, donde f C y A estan
separadas Unicamente por dos residuos y forman parte de las modificaciones de la GIcN6P

desaminasa (Fig. 31).

Si se pensara que 1aGIcN6P desaminasa de B. subtilis nunca hubiese sido un hexdmero, la
modificacion de la hélice 7 (equivalente al a hélice 5 en el dominio de unién a NAD) no se habria
realizado en la enzima. Las modificaciones en la enzima de E. coli (hélicea-asa-hélice3-10) en la
hélice 7 le permiten la formacion del hexamero; por lo tanto, B. subtilis no tendria que presentar

este motivo estructural.

Dominio de union .
a NAD F. coli

Insercion del motivo estructural beta B /helice S/beta C
E‘Modiﬁcacién de la hélice 7 mm] Insercién N-terminal
Motivo estructural de union a NAD AN Insercién C-terminal

Figura 31. Topologia de la Glucosamina-6-fosfato desaminasa de E. coli y el dominio de
union a NAD.
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CONCLUSIONES.

El gen nagB que codifica para la Glucosamina-6-fosfato desaminasa de B. subtilis se amplifico
por PCR utilizando los cebadores especificos disefiados a partir de la secuencia y se subclond en

un sistema de expresion que contiene una regién promotora de tipo lac.

Las célulasrecombinantes de E. coli IBPC 590 AnagB que contenian el plasmido pTZ-nagB

presentaron actividad de GIcN6P desaminasa.

Dentro del perfil de proteinas intracelulares de célulasrecombinantes de E. coli IBPC 590 con
el gen de la GIcN6P desaminasa de B. subtilis se detectd una proteina de aproximadamente 27

kDa, que podria corresponder a nuestra proteina.

Si bien la construccion realizada muestra estabilidad y la cepa con el gen de lGlcN6P
desaminasa expresa esta proteina, la purificacion no presento los resultados esperados, al obtener
una cantidad muy baja de la enzima (3.55 UI). Motivo por lo que se cree que el nivel de
expresion y la estrategia de purificacion hasta el momento no han sido los adecuados, de manera

que esto ha retrasado la caracterizacion bioquimica de la enzima.

Se realizardn estudios cinéticos preliminares con la enzima parcialmente purificada no presentd
cambios significativos en su velocidad al encontrarse bajo efectos del activador alosterico de E.

coli (GIcNAC6P).

Si bien se puede realizar una dindmica molecular que modifica de manera particular las
interacciones en algunas partes de las moléculas de nuestro modelo, como en las regiones de

contactos intermonoméricos, esto no hace posible comprobar su estado de oligomerizacion.

El modelo estructural propuesto para 1aGIcN6P desaminasa de B. subtilis y los datos de las
mutantes de la GIcN6P desaminasa de E. coli nos permite afirmar que la regién C-terminal
ausente, es responsable de la marcada diferencia estructural al impedir los contactos entre la zona
de orden dos por lo que se pierde la hexamerizacion. De tal manera que, como ya se habia visto
en G. intestinalis y C. albicans la ausencia de regulacion alostérica pudiera estar relacionada con
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la naturaleza no oligomérica de esta enzima, lo cual constituye un punto interesante para estudiar

a futuro, ya que podria ayudar a entender los cambios conformacionales en este tipo de proteinas.

Con base en esto podemos decir que se trata de proteinas homologas derivadas de un gen
ancestral que comparten la misma funcidon y probablemente el mismo plegamiento.

La constatacion de que a nivel molecular hay diferenciasnterespecificas (divergencia) e
intraespecificas (polimorfismo) hace que nos preguntemos por el motivo de los cambios

observados y que intentemos distinguir qué factores evolutivos son responsables.

La comparacion de estas proteinas homologas, resulta importante por dos razones; primero, las
similitudes encontradas dan una medida de la estructura minima que es necesaria para llevar
acabo su funcion bioldgica; segundo, las diferencias encontradas nos pueden dar claves
importantes acerca de la tasa a la cual las mutaciones exitosas han ocurrido a través del tiempo

evolutivo y pueden servir como una base adicional para establecer las relaciones filogenéticas.

E importante hacer notar que la regulacion por medio de enzimas que modifican la afinidad
por su sustrato en respuesta a moduladores alostéricos, ofrece gran flexibilidad en cuanto a los
cambios en las concentraciones de ligandos en el microambiente que las rodea. Sin embargo en
un sistema diferente como el de B. subtilis, la enzima permanentemente activada no responde a
modificaciones en la concentracion de activador por lo que hay que buscar un significado

fisiologico de dicho comportamiento.

Por ultimo es importante resaltar que el estudio de laGlcN6P desaminasa es importante para
entender la regulacion de las vias metabolicas de los aminoazucares. No obstante, esta enzima no
es vital para el funcionamiento de todos los organismos, ya que no estd presente en todos ellos.
Sin embargo existen genes homoélogos que codifican para enzimas como la fosfoglucosamina
mutasa la cual convierte la GIcN6P en GIcN1P, la cual se acetila en la siguiente reaccion de la
via y sigue su ruta hasta UDP-N-acetil glucosamina. Es claro que para los organismos que
expresan la desaminasa, incluyendo al ser humano, esta enzima ofrece otras posibilidades

regulatorias importantes para esta via metabolica.
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PERSPECTIVAS DE TRABAJO

Por el momento se pretende mejorar el sistema de expresion para purificar a homogeneidad esta

enzima.

Una vez que se tenga la enzima completamente puraprimeramente, es importante obtener
datos experimentales que permitan proponer un modelo cinético que explique el comportamiento
de la desaminasa de Bacillus subtilis. Para ello serd de gran utilidad determinar la forma que tiene
la curva de union del sustrato a la enzima asi como le realizacion de la cinética reversa
correspondiente para saber si la GIcN6P desaminasa al igual que la de E. coli cataliza de manera

reversible la isomerizacién y desaminacion de D-glucosa-6-fosfato en D-fructosa-6-fosfato.

Iniciar un estudio cristalografico de 1&51cN6P desaminasa a partir de proteina pura para
conocer de manera definitiva la estructura de esta enzima con el fin de aclarar los aspectos

estructurales y su correlacion con la funcion de la enzima.

Ademas, es importante iniciar un estudio encaminado a determinar el papel fisioldgico que tiene
esta enzima, por medio del estudio de la regulacién de la expresion del gen de la GIcN6P
desaminasa y los mecanismos que regulan los niveles de transcripcion en las células que la

expresan.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN gendmico de B. subtilis

1) Crecer la cepa de Bacillus subtilis en 50 ml de medio toda la noche a 37°C con agitacion

constante a 250 r.p.m.

2) Centrifugar a 1000 r.p.m. en un rotor JA20.

3) Resuspender las células en 2 ml de amortiguador TE (10 mM, 0.2 mM, pH 8.0).

4) Adicionar 1 mg de lisozima e incubar a 37°C durante una hora.

5) Agregar 0.5 mg de pronasa E y 150 uL de SDS 10%. Mezclar suavemente e incubar a 37°C

durante una hora.

6) Agregar 200 wl de NaCl 5 M Y mezclar suavemente.

7) Agregar 200 ul de solucion de CTAB/NaCl (10%, 0.7 M). Mezclar e incubar 15 min a 65 °C.

8) Agregar un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24 : 1). Mezclar suavemente hasta que
desaparezca la fase orgénica (inferior) y centrifugar a 1000 r.p.m. en un rotor JA20 durante 10

min.

9) Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y agregar un volumen de fenol-cloroformo- alcohol
isoamilico (25:24:1). Mezclar suavemente hasta que desaparezca la fase organica (inferior) y

centrifugar a 1000 r.p.m. en un rotor JA20 durante 10 min.

10) Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y agregar 0.6 volumenes de 2-propanol. Mezclar

hasta que se observe el ADN precipitado.

11) Retirar el liquido con una pipeta y enjuagar el precipitado con 2 ml de etanol al 70%. Secar el
ADN a 50°C con vacio y resuspenderlo en 1.0 ml de amortiguador TE pH 8.0 y guardar a -20°C

hasta ser usado.

Anexo 2. Mapa de restriccion del gen nagB de B. subtilis

57



Esp I
Moo IT
Ear I FnudH I
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. . | [ » |1 : : [ : . . ‘
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Nota: Las letras en mayusculas denotan los cambios de la secuencia con respecto a la encontrada

en la base de datos del GeneBank.
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Anexo. 3 Secuencia del gen nagB que codifica la GIcN6P desaminasa de B. subtilis
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Anexo. 4 Protocolo utilizado para la cinética

Facultad de Medicina, UNAM.

Departamento de Bioguimica.

Mezcla sin activador. Mezcla con activador.
1 Tubo 1 Tubo
Tris HC1 IM pH82 20 ul Tris HCI IM pH82  20ul
EDTA 250 mM 20 ul EDTA 250 mM 20 ul
H,O 50 ul H,O 48 ul
Total 90 ul GIcNAc6P (100mM) 2 ul
Total 90 ul
Tubo [GIcN6P] GlcN6P  H,O Mezcla Enzima Abs [Fructosa]
final 100 mM ul  |(ul) (uh (ub 512 mn mM
1 0.1 0.2 99.8 90 10 é
2 0.25 0.5 99.5 90 10 'S
o
3 0.5 1.0 99.0 90 10 8
4 0.75 1.5 98.5 90 10 58
5 1.0 2.0 98.0 90 10 £E
gEn g
6 1.5 3.0 97.0 90 10 ER
7 2.0 40 960 90 0| Rz
(O =]
8 3.0 6.0 940 90 10 EZ2
= O =
9 5.0 10 90.0 90 10 2T g
Q
10 7.5 15 850 90 10 ¥s¥
S EO
11 10 20 80.0 90 10 @ S
< - <
2 12.5 25 750 90 10 558
© &9
13 15 30 70.0 90 10 5 E,oé
14 20 40 60.0 90 10 -
15 30 60 40.0 90 10

Curva Patron.

Tubo I 11 I v Vv VI
Fructosa 1 mM| (u) 0 10 20 40 60 100
H,0 (w) 200 190 180 160 140 100
Abs 512 nm

[Fructosa] mM

(29
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