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‘El discurso autentico funda a su vez la ciencia, y pone en manos de los hombres los
inmensos poderes que, hoy, le enriquecen y amenazan, le liberan, pero podrian también
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ética del conocimiento creadora del mundo moderno, es la unica compatible con él, la

Unica capaz, una vez comprendida y aceptada, de guiar su evolucion.’

Jacques Monod , El azar y la necesidad



Resumen

En esta tesis, se presentan los efectos de un analogo del sustrato, la Manosamina 6-
fosfato (ManN6P), en la enzima Glucosamina 6-fosfato (GICN6P) desaminasa de
Escherichia coli (ECGNPD).

La cinética cooperativa de desaminacion del sustrato GIcCN6P se puede describir por el
modelo alostérico de Monod Wyman y Changeux (MWC). Los efectos que tiene la
ManN6P sobre esta cinética son distintos a los ya reportados para inhibidores
competitivos de enzimas alostéricas, en los que generalmente se observa una activacion
a concentraciones bajas de inhibidor y una inhibicibn competitiva con pérdida de

cooperatividad a concentraciones altas.

En el caso de la ManN6P no se observa la activacidbn a concentraciones bajas, hay un
aumento en el valor del parametro Ko.s del ajuste a la ecuacion de Hill y la cooperatividad
se mantiene constante. Se propone un modelo basado en el de MWC, en el cual ademas
de los efectos competitivos, las afinidades diferenciales de la ManN6P tanto por el sitio
activo como el alostérico de la enzima tienen un papel predominante sobre el
desplazamiento del equilibrio entre las conformaciones T y R, y por lo tanto en la cinética

de desaminacion de la GIcNG6P.

Este trabajo es una evidencia mas de los multiples modos de regulacion que una proteina
con sitios multiples de union puede tener, y el modelo propuesto podria aplicarse para

inhibidores de otras proteinas globulares con transiciones conformacionales concertadas.



Abstract

This thesis presents the effects that a substrate analogue, Mannosamine 6-P, exerts on
the isomerization-deamination reaction of Glucosamine 6-P (GICN6P) catalyzed by the

enzyme Glucosamine 6-P deaminase of Escherichia coli (ECGNPD).

The cooperative kinetics of the aforementioned reaction can be described by the allosteric
model proposed by Monod Wyman and Changeux (MWC). The effects that ManN6P has
on these kinetics are different from those reported previously for competitive inhibitors on
allosteric enzymes. In those reports, at low concentrations of both inhibitor and substrate,
an activation is generally observed. At high concentrations of inhibitor there is a

competitive inhibition along a decrease on cooperativity.

On the other hand, at low concentrations of ManN6P there is no activation of the
deamination reaction of GICN6P; there is an increase on the parameter Kos of the Hill
equation and the cooperativity is held constant at all the concentration values tested, as
measured by the Hill quotient. | propose a model based on that of MWC, where besides
the competitive effects, the differential affinities of ManN6P for both the catalytic and the
allosteric sites of the enzyme have predominant effects on the equilibrium between the T
and R conformers, and in consequence on the kinetics of the deamination reaction of the
substrate GICNGP.

This work is another evidence of the multiple regulation possibilities that multisite proteins
have, and suggests that the proposed model could be applied to inhibitors of other

globular proteins that undergo concerted allosteric transitions.



Abreviaturas

EcGNPD: Glucosamina 6-P desaminasa de Escherichia coli.

GIcNACc6P: N-acetil glucosamina 6-P, activador alostérico de la ECGNPD.

GIcN6P: Glucosamina 6-P, sustrato de la EcGNPD.

Fru6P: Fructosa 6-P, producto de la reaccion catalizada por la ECGNPD.

MWC: Hace referencia al modelo alostérico propuesto por Jacques Monod, Jeffries

Wyman y Jean Pierre Changeux.

GlcN-ol-6P: Glucitolamina 6-P, analogo del estado de transicion de la reaccion catalizada
por la ECGNPD.

ManN6P: Manosamina 6-P, epimero en el C-2 del sustrato de la ECGNPD.

ManNAc6P: N-acetil manosamina 6-P, epimero en el C-2 del activador alostérico de la
EcGNPD.

ManN: Manosamina, reactivo utilizado en la sintesis de ManN6P

v: velocidad inicial

V=Vnax: velocidad maxima
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Introduccion

La Glucosamina 6-P desaminasa de Escherichia coli en el contexto celular

La Glucosamina 6-P desaminasa de Escherichia coli (ECGNPD) es una enzima
involucrada en el catabolismo de aminoazucares. Estos compuestos tienen una funcion
estructural: son utilizados como unidades basicas en la sintesis del peptidoglicano y como
precursores de los lipopolisacaridos de la pared celular de la bacteria. También son fuente
de carbono y nitrdgeno a través de la via de utilizacion de los aminoazucares, a la que
pertenece la ECGNPD (1).

La enzima ECGNPD se encuentra codificada en el gen nagB, que forma parte del operdn
divergente nagE-nagBACD (2). La estructura y la funcidén de los productos de los genes
del operbn estan ilustradas en la Figura 1. El producto del gen nagE es un transportador
fosfotransferasa que produce la N-acetil glucosamina 6-P (GIcNAc6P) a partir de la
N-acetil glucosamina (GIcNAc). El producto del gen nagA es la GIcNAc6P desacetilasa,
que produce la Glucosamina 6-P (GIcN6P) a partir de la GIcNAc6P (3). EIl producto del

gen nagD es una fosfotransferasa de la familia HADSF.

La GIcN6P es el sustrato de la ECGNPD. La reaccion catalizada por esta enzima produce
el ion amonio y la Fructosa 6-P (Fru6P); la Fru6P entra en la via glucolitica. La expresion
de los genes nagABE se reprime por el producto del gen nagC, cuyo inductor es la
GIcNAC6P (4).

A

nagE l
|

B

nagE nagA nagB
GIcNAc =——» GIcNAc6P = GIcN6P =—» Fru6P —» Glucdlisis

Figura 1. (A) Estructura del operén nagE-nagBACD (B) Funcién de los productos de los genes del

operon nagE-nagBACD.



La reaccidn catalizada por la ECGNPD

La reaccién reversible catalizada por la ECGNPD es la desaminacion e isomerizacion del
sustrato GIcN6P, dando como productos la Fru6P y el idbn amonio (Figura 2). El
mecanismo de reaccion ha sido descrito previamente en detalle (5). El primer paso es la
apertura del anillo pirandsico de la GIcN6P; este paso es catalizado por el residuo His143
cuyo tautdmero catalitico se estabiliza mediante interacciones con grupos carboxilo de
aminoacidos cercanos, como el Glu148. El siguiente paso es la enolizacidén catalizada por
el residuo Asp72 que procede a través de una cis-enolamina (2-amino-2-deoxi-D-arabino-
hex-2-enitol 6-fosfato) y su imina tautomérica (2-deoxi-2-imino-D-arabino-hexitol 6-
fosfato). El grupo imino reacciona con una molécula de agua dando una carbinolamina

inestable que finalmente se descompone en la forma carbonilica de la Fru6P y NHs.

0
3 \(JJ\/
~ : OH
P : o
(HO),OPO” \/I

CH

Hz0
» NH4*

EcGNPD
GIcN6P o Fru6P

=

Figura 2. Reaccion catalizada por la ECGNPD

La EcGNPD es un dimero de trimeros con seis sitios cataliticos y seis alostéricos

La unidad biolégica de la enzima es un hexamero (6). Posee un eje cristalografico de
orden tres, y tres ejes de orden dos perpendiculares al de orden tres, que resulta en una
simetria interna del tipo 32. El hexdmero puede describirse como un trimero de dimeros o
un dimero de trimeros dependiendo de la orientacion del eje de simetria de orden tres con

respecto al plano de observacion (Figura 3).

El hexdmero tiene seis sitios cataliticos localizados en cada subunidad, y seis sitios
alostéricos formados en las interfases de las subunidades (6). El plegamiento de cada
monomero de la enzima se asemeja al presente en un dominio de unién a NAD. El ligante
fisioldgico de los sitios cataliticos es la GICN6P, y el ligante fisiologico de los sitios

alostéricos es la GIcNACc6P.



Figura 3. Estructura de la ECGNPD en conformacion R (PDB ID: 1HOR, 1HOT). Los ligantes del
sitio catalitico estan representados en esferas verdes, y los del sitio alostérico en esferas azules.
Un dimero esta representado en morado, otro en amarillo y el otro en azul. (A) Vista de la
estructura con el eje de simetria de orden 3 perpendicular al papel, o vista del dimero de trimeros.
(B) Vista de la estructura con el eje de simetria de orden 2 paralelo al papel, o vista de trimero de

dimeros.



Alosteria

En macromoléculas la alosteria es una propiedad fisicoquimica que se manifiesta cuando
la union de un ligante en un sitio provoca cambios estructurales o electronicos que
perturban la afinidad en otros sitios. Los sitios alterados pueden ser equivalentes o no
equivalentes; la afinidad perturbada en esos sitios puede ser por ligantes idénticos
(efectos homotrépicos) o por ligantes que no tengan semejanza quimica (efectos

heterotropicos) (7).

La enzima EcGNPD es un sistema alostérico: la cinética sigmoide de desaminacion de la
GIcN6P tiene su origen en efectos homotropicos (Figura 4), y la activacion causada por la
GIcNAc6P es un efecto heterotrépico. En las siguientes secciones se describen ambos
fendbmenos mediante el modelo propuesto en 1965 por Jacques Monod, Jeffries Wyman y
Jean-Pierre Changeux (MWC) (8).

1.01
0.8
0.6
0.4+

0.24

0.0 v T T T v 1
0 5 10 15

[GICN6P]

Figura 4. Simulacion de la cinética de desaminacion de la concentracion de GIcN6P, un efecto
homotrdpico. La simulacién se realizd con la Ecuacion 1 (pag. 7) con los parametros Ksp=0.55,

c=0.041, [=2x10°

Efectos homotrépicos

Las curvas de velocidad inicial en funcion de la concentracion de GIcN6P de la enzima
EcGNPD son sigmoides. Se han propuesto varios modelos para describir curvas de ese
tipo. EIl de MWC, a diferencia de modelos alostéricos anteriores, supuso una serie de
consideraciones termodinamicas y estructurales que hicieron posible la descripcion de la

mayoria de las cinéticas sigmoides conocidas al momento de su proposicion.



La cinética de la ECGNPD también se puede describir mediante este modelo (Figura 5), y

se basa en los siguientes supuestos:

Supuestos del Modelo de MWC para la EcGNPD

« Un conférmero es un complejo formado por seis subunidades idénticas.

Existe un sitio catalitico en cada subunidad

- Hay dos conférmeros accesibles de manera reversible para la enzima: el Ty el R.

La estabilidad del conformero T es mayor que la del R

« Los sitios cataliticos de los conformeros T y R difieren en su afinidad por la GIcN6P. Los

del conférmero R son mas afines.

. La constante catalitica de los conformeros es la misma.

- En solucion y en ausencia de ligantes los dos conférmeros estan en equilibrio.

- Los conformeros T y R difieren en su estructura cuaternaria, pero se mantiene la
simetria de la molécula. Es decir, si una subunidad del oligbmero esta en una
conformacion (R 6 T), todas las demas subunidades estan en la misma conformacion.
En la Figura 5 se ilustra la suposicion de simetria constante mediante la representacion
de subunidades de conféormeros T con rombos azules, y las subunidades de
conférmeros R con circulos verdes. Los conférmeros mixtos con rombos y circulos no

existen, aun en la presencia de ligantes.



Figura 5. llustracion del modelo de MWC para un hexamero.



La ecuacion cinética que describe a un sistema con estas caracteristicas es la Ecuacion I;
representa el cociente de la concentracidn molar de los sitios cataliticos productivos sobre

la concentracion molar de todos los sitios cataliticos existentes en el sistema.

Los conformeros R y los T tienen sitios con la misma capacidad catalitica; el numerador
de la ecuacién es la sumatoria de la concentracibn molar de los sitios cataliticos
productivos de R y de los sitios cataliticos productivos de T. En el denominador se
expresa la sumatoria de la concentracion molar de todos los sitios cataliticos presentes en
el sistema, ligados o no ligados. Este cociente es igual al cociente de la velocidad inicial
sobre la velocidad maxima. Siguiendo el cédigo de colores de la Figura 5, en verde estan
sombreados los términos correspondientes a complejos en conformacion R, y en azul

estan sombreados los términos correspondientes a complejos en conformacion T.

Ecuacion I:
1_oc(oH-1)"_1+Lcon(coc—+—1)"_l
V (a+1)"+L(ca+1)"
Donde:
K T
(X:m c= R L:[ 0]
KSR KST [Ro]

Ksg  constante de disociacion del sustrato y el sitio catalitico de R
Ksr  constante de disociacion del sustrato y el sitio catalitico de T

n es el nimero de subunidades, n=6 en la EcCGNPD

En la Figura 6 se representa un experimento de velocidad inicial en funcién de la
concentracion de GICN6P ajustado a la Ecuacion 1. Los valores de los parametros de

ajuste estan plasmados en la Tabla 1, junto con su interpretacion.



1,001
[ X X
[ ]
0.75 .
2 0.50-
0.25
OOC T ] | J
0 5 10 15
GIGNGP [mM]

Figura 6. Velocidad inicial en funcion de la concentracién de GICN6P en ausencia de efectores
alostéricos o inhibidores. Los datos estan ajustados a la Ecuacion I utilizando los parametros de

la Tabla 1.

Parametro Valor+SD Interpretacion

Ksr 0.54+0.01mM Afinidad de la GICN6P por el sitio catalitico del
conférmero R

L=[To]/[Ro] =200000 El conférmero T predomina en ausencia de
ligantes

c= Ksr/Ksr 0.0381+0.004 Los sitios cataliticos de los conférmeros R son
mas afines por la GIcN6P que los del conférmero
T.

Ksr=Ksr/c 14.1+1.5 mM Afinidad de la GICN6P por el sitio catalitico del
conférmero T

n =6 Es el numero de subunidades en la ECGNPD

Vv =1 Es la velocidad maxima, V=kc.E:

Tabla 1. Pardmetros de ajuste de la Figura 6 a la Ecuacion 1 (R2=0.99).

La forma de una curva descrita por el modelo de MWC tiene su origen en dos
componentes relacionados con los valores de los parametros de la Tabla 1: sensibilidad

de la velocidad inicial al sustrato y la amplificacion de la sensibilidad.

La sensibilidad al sustrato se puede observar cualitativamente en la parte inferior de la

curva sigmoide (8); esta determinada cuantitativamente por los valores de los parametros
8



Ly ¢ . Entre mas grande sea L, 0 en otras palabras entre mayor sea la diferencia en
estabilidad entre los conférmeros Ry y Ty, mayor sera la cooperatividad. Entre menor sea
¢, 0 en otras palabras entre mas extrema sea la diferencia de afinidades por el sustrato

entre los sitios de los conformeros R y T, mayor sera la cooperatividad.

El numero de subunidades presentes en el oligdmero es el factor que determina la
amplificacion de la sensibilidad al sustrato en un sistema donde predominan conférmeros
de baja afinidad (8). En el mecanismo de la Figura 5 se tienen que satisfacer los
equilibrios entre cada uno de los complejos del sistema y el sustrato. Estos equilibrios
estan expresados por constantes de disociacion/union efectivas (Apéndice p. 46), que a
su vez se relacionan con las constantes microscopicas Ksr, Ksr y L mediante una funcién
termodinamica vinculada. El origen de la amplificacion de la sensibilidad al sustrato es la
naturaleza sinérgica de estas relaciones: no son funciones aditivas, sino que estan
expresadas como productos de potencias. Esto se puede mostrar utilizando como ejemplo

la funcién termodinamica vinculada para los complejos RSs:

RS =1 3612
(RIS K

SR

Asumiendo que la concentracion de sustrato libre y sustrato total es la misma, el equilibrio
establecido por el inverso de la potencia 6 de Ksz es una funcién de potencia 6 de la
concentracidon de sustrato, de la concentracion de los complejos RSsy de los conférmeros
no ligados Ry. Hay una expresion de este tipo para cada uno de los complejos del
sistema, obviamente las potencias de cada una de esas expresiones son funcién de la
estequiometria del sustrato en dicho complejo. La ecuacién de MWC es una funcién que
agrupa las expresiones termodindmicas vinculadas tanto de los complejos T como de los
R, dos sistemas inherentemente sinérgicos; como mencionamos anteriormente, la
vinculacion entre los dos sistemas se realiza mediante la declaracién de una constante

alostérica que expresa el equilibrio entre los conformeros no ligados Roy Ty: el parametro L.



Ahondando sobre la proposicion de que la oligomerizacidn es esencial para la existencia
de la cooperatividad, consideremos el siguiente sistema: en un mondémero podria existir
un equilibrio entre conférmeros de baja afinidad (f) y de alta afinidad (r), donde el de baja
afinidad predominase en ausencia de ligantes (L>1). El ligante si desplazaria el equilibrio
hacia formas R, sin embargo no lo haria de manera cooperativa porque la union de

sustrato a un conférmero R nunca seria sinérgica.

El comportamiento dinamico del sistema que da lugar al establecimiento del estado de
equilibrio es desconocida. Partiendo de un sistema en equilibrio en presencia de una
concentracion nanomolar de sustrato; donde v;rs; es la velocidad de formacion del
complejo 7S a partir del complejo Ty, vz es la velocidad de formacidén del complejo Ry a
partir del complejo Ty, sea vsrsy la velocidad de formacion del complejo RS a partir de Ry y
S, sea vyraisy 1a velocidad de disociacion del complejo RS dando como productos Ry S, sea
viraisy 1a velocidad de disociacion del complejo 7S dando como productos 7y y S. Las

ecuaciones cinéticas que describen las primeras uniones del mecanismo son:

k
= — MR
V[TS]_6'k1T[T0][S] Vyr‘m]—k_lT[TS] KSR_k =0.55mM
IR
k
M
v[RS]:6'k1R[Ro][S] le(,,_\.lzk—lR[RS] KST_k =14.5mM
IT
—k, IT,] vk (R] L=t
V[R]_ ILL™ 0 [T] —1LL"Yo = =2ZX
1L

Observando la formacion de cada complejo en funcion del tiempo, la secuencia de
eventos que pueden ocurrir al pasar el sistema a altas concentraciones de sustrato estaria
descrito por la solucion de un sistema de ecuaciones diferenciales para cada uno de los
complejos RS; y T7S: donde i € (0, n) € N . Las variables del sistema serian las constantes

cinéticas de pegue (k;r y kiz) y de disociacion (k.ir y kiz) que pueden tomar valores
limitados por la difusién (10° M-'s''), y las constantes cinéticas alostéricas kir y kiz. No
conocemos los valores absolutos de dichas constantes, solamente conocemos su valor
relativo a partir de la suposicidon de equilibrio rapido de experimentos cinéticos y de

experimentos de unién en equilibrio. Tampoco se ha modelado el sistema de ecuaciones,
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por lo que el comportamiento dinamico del sistema alostérico en la ECGNPD es un tema

aun por explorar.

En la ECGNPD, ademas de la cinética de desaminacion del sustrato GICN6P, la union de
la GIcNAC6P y del analogo del estado de transicion GlcN-ol-6P se ajustan al modelo de
MWGC; los valores de los pardmetros que varian entre ligantes son aquellos que describen
la afinidad por cada conférmero: sin embargo, el parametro L es constante para todos, ya

que el sistema en ausencia de ligantes es el mismo.

Finalmente, en un esquema libre de modelo, cuando se habla de efectos homotropicos o
cooperativos, se requieren dos entidades fisicoquimicas para construir una definicion: un
solo tipo de ligante y un solo conjunto de sitios equivalentes. Un efecto homotrdpico se
manifiesta cuando la union de un ligante en un sitio altera las constantes de disociacion

microscopicas por ese mismo tipo de ligante en otros sitios equivalentes.

Efectos heterotrépicos

Cuando la uni6bn de un ligante en un sitio altera las constantes de disociacion
microscopicas por un ligante sin semejanza quimica en sitios equivalentes o no
equivalentes, se manifiesta un efecto heterotrépico. La regulacién ejercida por efectores
alostéricos es un efecto heterotropico; la regulacion alostérica se clasifica en inhibicion
alostérica y activacion alostérica. En la ECGNPD hay activacion alostérica provocada por
la unién del efector GICNAC6P; al igual que los efectos homotrépicos, se ha descrito

mediante el modelo de MWC.

La activacion alostérica tiene lugar sobre la cinética homotropica, por lo que se mantienen
constantes las definiciones y los parametros de la Tabla 1: el sustrato GICN6P se une
preferentemente a los sitios cataliticos de conférmeros R, y la enzima esta en equilibrio
entre los conformeros R y T; este ultimo es mas estable en ausencia de ligantes. El
supuesto que se afiade al modelo heterotrdpico es la existencia de un conjunto de sitios

alostéricos equivalentes entre si, y la union de GIcNAc6P a dichos sitios.

Si analizamos la velocidad inicial en funcién de GICN6P en presencia de concentraciones

fijas de GIcNAc6P (Figura 7A), se observa que a medida que aumenta la concentracion
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de GIcNAC6P las curvas van aproximandose a hipérbolas. La explicacion que el modelo
de MWC da a este fendbmeno es que la unién de la GIcNAc6P y de la GICN6P se
favorecen de manera reciproca.

Al igual que en el efecto homotropico, la expresion termodindmica vinculada para el

complejo RSsAs seria:

[RS6A6] B 1
R B

JISTIAT KK,

A partir de esta expresion podemos realizar la siguiente proposicion: la estabilizacion de
complejos de alta estequiometria (para cada uno de los ligantes) se favorece mucho mas
con los dos ligantes en el sistema que en la presencia de uno solo de ellos. Ademas de
que el equilibrio esta determinado por una funcién de potencias, ésta es a su vez un
producto de las mismas. Obviamente hay una expresion de este tipo para cada uno de los
complejos en el sistema, y hay una ecuacién de MWC que describe la respuesta sumada
de todos los complejos en dicho sistema, la cual analizaremos mas adelante. Como la
unién del activador es a sitios distintos a los que ese une el sustrato, no es mutuamente
excluyente y no hay competencia entre ligantes. Si se invierte el experimento y se observa
la union de GIcNAc6P con GIcN6P a concentraciones fijas, este Ultimo también es un

activador alostérico para la union de la GICNACc6P.

En la EcCGNPD no se ha observado inhibiciébn alostérica, el otro caso de los efectos
heterotrépicos. De manera hipotética, una inhibicién alostérica se manifestaria en la
EcGNPD si un ligante que denominaremos Inhibidor se uniera a los sitios alostéricos de
los conférmeros T. Si se analizara la catalisis de la GIcN6P, al aumentar la concentracidn
del inhibidor el equilibrio se desplazaria hacia la conformacion T. Como la GICN6P tiene
baja afinidad por este conférmero, a medida que aumentara la concentracién del inhibidor
las curvas tenderian a ser hiperbdlicas con un aumento en la constante de disociacion
para la GICN6P (Figura 7B). A concentraciones saturantes de inhibidor la constante de
disociacion para la GIcN6P tomaria el valor de Ksr de la Ecuacion 1 (pagina 7). En la
EcGNPD, un inhibidor alostérico nunca seria un inhibidor total asumiendo que los dos

conférmeros son igualmente cataliticos.
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Figura 7. Simulaciones de efectos heterotropicos. (A) Efecto de un activador alostérico. (B) Efecto

[Sustrato]

de un inhibidor alostérico.

La ecuacion cinética que describe la activacion y la inhibicion causada por efectores
alostéricos se construye a partir la Ecuacion I1: el numerador de la ecuacién es la
sumatoria de la concentracion molar de los sitios cataliticos productivos de R y de los
sitios cataliticos productivos de T; y en el denominador se expresa la sumatoria de la
concentracidon molar de todos los sitios cataliticos tanto en R como en T. La diferencia
entre la ecuacion con efectores alostéricos y la ecuacion general consiste en la adicion de
complejos adicionales a la sumatoria: los complejos con efector alostérico. Estos
complejos estan descritos por expresiones como la descrita en la pagina anterior; se

anaden estos complejos a las sumatorias del numerador y del denominador de la

0.84

0.64

0.44

0.24

0.0

[Inhibidor]

-

o -
-
o
=h
(4]

[Sustrato]

ecuacion de MWC, se ordenan algebraicamente (ver apéndice) y se obtiene:

Ecuacion 2:
n— 1+ed)" .
ala+1) 1+L&C(X(C(X+l) :
v _ (14+6)"
n, o (1+ed) n
(ar1y+0 040 o)
(1+0)"
Donde:
Kg [T, o . .
c= -0 Kar constante de disociacion del efector y el sitio alostérico de R
K
ST [RO] Kar constante de disociacion del efector y el sitio alostérico de T
A] o= aR es el nimero de subunidades
K K



Si defininimos a L’ como la constante alostérica aparente:

Ecuacion 3:

(1+e6)"
(1+0)"

L'=L
Se sustituye L’en la Ecuacion 2:

Ecuacion 4:

L_a(a+l)”_1+L "calca+1)""

v (a+1)+L" (cat1)

La Ecuacion 4 tiene la misma forma que la ecuacién general de MWC (Ecuacion 1), donde
L se sustituye por la constante alostérica aparente L’. Se pueden obtener todos los
parametros a partir de experimentos de velocidad inicial en funcion de sustrato donde
varia la concentracion de efector alostérico como los ilustrados en la Figura 7, realizando

un ajuste global a la Ecuacion 4 definiendo L’ como en la Ecuacion 3.

Una forma alternativa al ajuste global de analizar los efectos heterotropicos, es realizar
experimentos cinéticos a distintas concentraciones de efector alostérico y ajustar cada
una de las curvas a la ecuacion general de MWC (Ecuacion 1), manteniendo ¢ y Ksg como
parametros compartidos y variando L. Si se regrafica L en funcidén de la concentracion del
efector alostérico, podemos redefinir la variable dependiente como L’ (Figura 8) y ajustar
el regrafico a la Ecuacion 3. Segun esta ecuacion, L’ depende del valor de la constante L
que se puede obtener de la serie del experimento en ausencia de efectores alostéricos.
L’ también depende de un cociente que incluye a 0, la concentracion especifica del
efector; y al pardmetro ¢, que multiplica a 6 en el numerador de dicho cociente.

De manera analoga al parametro c, el parametro e define la exclusividad o preferencia de
union del efector por los sitios alostéricos de algun conférmero, por lo que dependiendo
de su valor se observan distintos patrones para el valor de L’ en funciébn de la

concentracion de efector.
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Por ejemplo, si e=1 el cociente que multiplica a L en la Ecuacion 3 vale 1. En este caso el
efector tiene la misma afinidad por sitios alostéricos Ry T y estabiliza a ambos; y su union
no tiene consecuencia alguna sobre la cinética o union del otro ligante; L’ sera constante

(linea continua en la Figura 8).

Si e>1, el efector se une preferentemente a sitios alostéricos de T, y estabiliza este
conférmero. Segun la Ecuacion 3; L’ aumenta a medida que aumenta 0 (linea punteada en
la Figura 8). En este caso el efector es un inhibidor alostérico. Cuando e>>>1, el inhibidor
tiene unién exclusiva a sitios alostéricos de T, también hay un aumento de L’ en funcién
del efector, y el equilibrio se puede desplazar totalmente hacia conférmeros T a

concentraciones saturantes de inhibidor.

Si e<1, el efector tiene preferencia por sitios alostéricos de R y a medida que aumenta su
concentracion estabiliza estos conformeros. Segun la Ecuacion 3, el valor de L’ disminuye
a medida que incrementa 0 (linea discontinua en la Figura 8), el equilibrio es desplazado
hacia conférmeros R, por lo que el efector es un activador alostérico. Este fenbmeno
sucede también cuando e=0, donde hay exclusividad por sitios alostéricos de R. El
numerador de la Ecuacion 3 toma el valor de 1, por lo que todo el equilibrio se puede

desplazar hacia R a concentraciones saturantes de activador.

400000~
— e=1
................................... e o
3000004 ...t
-—- e<0
21 2000004
l
1000004
‘\
A\
\\
C L} L} L} L} L} L}
0 2 4 6 8 10

0=[Efector]/K

Figura 8. Simulacion realizada con Ecuacion 3 utilizando los parametros L=200000, K.z=1, n=6. El

valor de e es variable para cada curva y se aprecia en la acotacién de la figura.
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La activacion ejercida por la GIcNAcC6P sobre la cinética sigmoide de la ECGNPD se ha
analizado tanto por el método de ajuste global como por el método de regréfico de L’. Los

parametros obtenidos del trabajo de Bustos-Jaimes (9) son los siguientes:

Parametro Valor Interpretacion

Kar 0.030 mM Afinidad de la GICNAC6P por el sitio alostérico de
los conférmeros R

e= Kur/Kar 0 La union de la GIcNAc6P es exclusiva de los sitios
alostéricos de los conférmeros R. A
concentraciones saturantes de GIcNAc6P todas
las moléculas de enzima estan en conformacion
R.

Tabla 2. Parametros que describen la activacion ejercida por la GICNAC6P sobre la cinética de la
EcGNPD obtenidos del trabajo de Bustos-Jaimes et. al (9)

Inhibicion competitiva en enzimas alostéricas

Cuando un sustrato y un inhibidor se unen de manera mutuamente excluyente a los sitios
cataliticos de una enzima alostérica, hay un efecto de inhibicion competitiva. Smith ez. a/
propusieron que ademas del componente competitivo, la inhibicién tiene un componente
alostérico (10). Predicen teéricamente que este componente alostérico puede dar lugar a

dos fenbmenos.

El primero ha sido reportado con mas frecuencia en la literatura (11) (12) (13) (14), y se le
ha denominado ‘activacion paradodjica’. En la ECGNPD se ha observado este efecto sobre
la cinética de la GICN6P en presencia del analogo de transicion GIlcN-ol-6P (9). En ese
reporte se observa que en las curvas de velocidad inicial en funcién de la concentracion
de GIcN6P a concentraciones fijas de GIcN-ol-6P hay una activacién a concentraciones
bajas de ambos ligantes. Explicado bajo el modelo de MWC-Smith, esta activacién se
debe a la afinidad mayor de la GlcN-ol-6P por los sitios cataliticos de los conformeros R
(Kiz=0.002mM). A concentraciones bajas la union de sustrato e inhibidor se favorecen de
manera reciproca, promoviendo la formaciéon de complejos en los que la estequiometria
del sustrato es mayor que la de los complejos que se podrian formar a la misma
concentracién de sustrato pero en ausencia del inhibidor competitivo. Al aumentar la

concentracion de GIcN-ol-6P el efecto alostérico de activacion se hace menos evidente ya
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que el efecto competitivo predomina, o sea la formacion de complejos con una

estequiometria predominante de inhibidor.

El segundo caso que predijo Smith es aquel en el que un inhibidor se une con mayor
afinidad a los sitios cataliticos de los conformeros T. El resultado de este comportamiento
es una inhibicion dual: ademéas de la competencia, el inhibidor favorece la poblacion de
conférmeros de baja afinidad por el sustrato. Esta estabilizaciéon se favorece ademas por
el predominio de dichos conférmeros, descrito por un valor L>1. Hay un efecto inhibitorio
en todo el intervalo de concentraciones, y no se observa la activacion paraddjica. En la

EcGNPD no se habia observado un efecto de este tipo hasta la realizacién de esta tesis.

La ecuacion cinética propuesta en el modelo de MWC-Smith aplicada para la ECGNPD
(Ecuacion 5) se basa en el modelo general de MWC, por lo que los parametros Ksg, L, ¢
vuelven a aparecer en la ecuacion. Los términos adicionales son aquéllos
correspondientes a la union mutuamente excluyente de la GICN6P y del inhibidor por los
sitios cataliticos tanto de los conférmeros R como de los conformeros T. La union del
inhibidor esta expresada en el parametro g, su concentracién especifica. En la definicion
de S se incluye el parametro Kz, la afinidad del inhibidor por el sitio catalitico de R .

Ecuacion 5:

l_a(a-l—ﬁ-i—1)"_1+Lca(ca+d[)’+1)"_1
V (a+B+1)"+L(ca+dp+1)"

Donde:

Iy
KIR KIT

L=

Ksk  constante de disociacion del sustrato y el sitio catalitico de R
Ksr  constante de disociacion del sustrato y el sitio catalitico de T
Kz constante de disociacion del inhibidor y el sitio catalitico de R
Kir  constante de disociacion del inhibidor y el sitio catalitico de T

n es el numero de subunidades
17



De manera analoga al parametro c, el parametro d define la exclusividad o preferencia de
unién del inhibidor por algun conférmero: d=1 misma afinidad por los sitios cataliticos de R
y T. Si d<1 hay preferencia por los sitios cataliticos de R; este valor da lugar a la
activacion paradojica. En el caso de la GlcN-ol-6P ¢=0.07 (9). Si d=0 hay exclusividad por
los sitios cataliticos de R; este valor también da lugar a la activacion paradéjica. Cuando
d>1 hay preferencia por los sitios cataliticos T; este valor da lugar al segundo caso de
MWC-Smith: la inhibicién dual. Si ¢>>>1 hay exclusividad por los sitios cataliticos T; este

valor también da lugar al segundo caso de MWC-Smith.

La estructura de la EcGNPD en distintas conformaciones y con distintos ligantes

La estructuras del conférmero T y del conformero R de la ECGNPD han sido resueltas por
difraccion de rayos X. Se ha resuelto la estructura en ausencia de ligantes (15, 16),
conférmero que ha sido denominado como el conférmero T. La estructura del conformero
R fue resuelta mediante la cocristalizacion o “soaking” con distintos ligantes, como el
analogo de transicion GlcN-ol-6P (6), el producto Fru6P (16), iones fosfato (6, 16), y el
activador GIcCNAC6P (6).

Los conformeros R y T difieren en su estructura cuaternaria: la rotacibn de cada
subunidad alrededor de un eje perpendicular al eje de orden 3 del oligbmero y un
acercamiento entre las interfases intermonoméricas. También hay un cambio en la
movilidad de una regién denominada “tapa del sitio catalitico”, la cual ha sido considerada

como un componente entropico esencial en la transicion alostérica de la enzima (17).

Ademas, hay una serie de cambios geométricos locales en cada subunidad,
especialmente en un asa que consiste en los residuos 144-154. Esta asa contiene al
residuo Glu148, cuya red de contactos en el estado R es exclusiva con residuos del sitio

catalitico (His143) y en el estado T es con residuos del sitio alostérico (Lys160).
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La Manosamina 6-P (ManNG6P)

El analogo del estado de transicion GIcN-ol-6P se ha utilizado previamente en la
caracterizacion del mecanismo de reaccion (5) y en la resolucion de estructuras
tridimensionales (6, 16) de la ECGNPD. Sin embargo, no se habia explorado el potencial

de otros analogos ni del estado de transicidn ni del sustrato.

La ManNG6P es el epimero en el carbono 2 del sustrato GIcN6P (Figura 9). Originalmente,
la ManNG6P fue concebida como un auxiliar en la caracterizacion del mecanismo quimico
de la EcGNPD. Uno de los experimentos complementarios a ese proyecto, era
caracterizar el patron de inhibicidbn sobre la reaccion completa de desaminacion de la
GIcN6P. Este experimento tenia como objetivo analizar si la ManN6P era un ligante del
sitio catalitico. Lo que se descubrié fue que la inhibicion no guardaba ninguna similitud
con la causada por otros inhibidores de la enzima. Ademas, esta inhibicion era muy similar
a la inhibicion dual que predijo Smith, de cuya existencia en la ECGNPD no habia
evidencia; ademas, las pruebas de su manifestacibn en otras enzimas son escasas.
También se sintetiz6 ManNAc6P, el analogo del activador GICNAC6P, ya que a diferencia
de la ManNG6P, si es un metabolito fisioldgico y podria ser un regulador de la via de
utilizaciéon de los aminoazucares (18). El objetivo de este trabajo es caracterizar los
efectos inhibitorios de la ManN6P sobre la cinética de desaminacion de GIcN6P catalizada

por ECGNPD y proponer un modelo cinético que los describa.

PO3H, H POsH,

H

Figura 9. a-D-GIcN6P (izquierda) y a-D-ManN6P (derecha) en forma pirandsica.
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Materiales y métodos

Sintesis de la Manosamina 6-Fosfato (ManN6P)

Se logré la fosforilacion de D-ManN catalizada por hexocinasa de levadura siguiendo la
metodologia publicada por Cochrane et al. (19). En un volumen de 160 ml se prepard una
solucion MgCl2 26 mM, se afiadieron 6.0 mmoles de ManN (clorhidrato) y 6.6 mmoles de
ATP (sal disbdica). Se ajustd el pH a 7.5 con KOH 0.5 M. La reaccion se desencadend
con 1320 U de hexocinasa de levadura (Sigma H4502). Durante el curso de la reaccién se
mantuvo un pH de 7.5 afadiendo KOH 0.5 M cada 30 min. El curso de la reaccion se
sigui6 mediante cromatografia de placa fina. Se corri6 1 pL de la solucion a distintos
tiempos en placas de silice en el disolvente 5:2:1:1 (EtOH:AcO(NH4) 1 M: AcOH:H20),
después se reveld la placa mediante el rociado de una solucion de ninhidrina 0.4% en
ButOH saturado de H2O (Figura 10) y se calenté durante 2 min a 100° C en horno
convencional. Se consideré la reaccion como finalizada cuando el pH se mantuvo estable
en 7.5. El tiempo total de la reaccion fue de 3.5 h. Posteriormente se anadi6 HCI

concentrado hasta obtener un pH de 3.9 para evitar reacciones de autocondensacion.

Figura 10. Curso temporal de la reaccién de fosforilacion de la ManN, desde t=0min hasta

t=150min. Placa de TLC corrida con el disolvente 5:2:1:1 y revelada con ninhidrina

El producto se pasé a una velocidad de flujo de 2.5 ml/min por una columna de 50x3 cm
empacada con Dowex 50 H*. Los productos de elucibn se evaluaron por spot test en
placas de TLC, utilizando absorbancia de luz UV para detectar nucle6tidos o el revelado

por ninhidrina descrito anteriormente para detectar aminoazucares. Se recuperaron en el
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frente tubos con ATP y sin aminoazucares. Posteriormente se eluy6 la columna con 500
ml de H20 a un flujo de 1.7 mil/min. Se colectaron mas tubos con ATP y sin
aminoazucares, y posteriormente se colectaron tubos sin ATP y con aminoazlcares. Se
juntaron estas ultimas fracciones dando un volumen de 300 ml, el cual se evaporé al vacio
durante 72 h. Se recuper6 una mezcla de sélidos cristalinos amarillos y blancos. La masa
se resuspendié MetOH vy se liofilizé durante 12 h. El producto se resuspendié en H20 y se
pasé por un filtro de 2 um . Se liofilizdé durante 48 h dando 750 mg de un sélido cristalino
blanco homogéneo. El rendimiento de la reaccién y purificacién fue del 46%. La pureza
del producto fue evaluada por placas de TLC (Figura 11A), y espectrometria de masas
(Figura 11B).
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2008 ~MS(57.0), 1A Amin A(T2T3), 100%_'276‘
275
3000
2000
1000
xod "26:3 4min #(132-171), 100%=1 @
20 I
2509
15
10
05 Il 3!!! v
' 519,
00 2819 | P°
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Figura 11. (A) Placa de TLC corrida en disolvente 5:2:1:1 (ver texto). La muestra del carril | es la
GlcN, el carril Il es la GIcNG6P, el carril lll es la reaccién de fosforilacién de la ManN a los 90 min, y
el carril IV es la ManN6P purificada. (B) Espectro de masas por electrospray. En los dos paneles
superiores se muestran la ionizacién anionica, con un solo pico correspondiente a la masa de la
ManN6P-. En el panel inferior la ionizacion catiénica, con varios picos. El primero (I) corresponde
a la ManNG6P totalmente protonada, el siguiente pico (Il) representa la sal de Na*, el siguiente pico
(1) son productos indeterminados, y el ultimo pico (IV) es el dimero ManN6P-ManN6P, el cual ha

sido reportado previamente (20).
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Sintesis de la N-Acetil Manosamina 6-P (ManNACc6P)

Se utilizaron 500 mg de ManNG6P en presencia de un exceso estequiométrico de anhidrido
acético en un volumen de 9.5 ml de H20 y 500 ul de metanol. Se incubd la reaccién a
277 Kdurante 4 horas. El producto fue pasado a una velocidad de flujo de 2.5 ml/min por
una columna de 15.0x1.0 cm empacada con Dowex 50 H*. Se concentré al vacio y se
verificd la pureza del producto por medio de placas de TLC utilizando el disolvente de
corrida 5:2:1:1 (ver sintesis de ManN6P). La placa fue revelada introduciéndola en un

recipiente sellado con cristales de Yodo durante 2 min.

Expresion y purificacion de la ECGNPD silvestre

La enzima silvestre (gen nagB) fue expresada mediante un vector pTZ18R en la cepa

590Anag (5). La purificacion se realiz6 por cromatografia de afinidad alostérica (21)

Expresion y purificacion de la mutante Lys160Ala de la ECGNPD

La mutacion del gen nagB insertado en el vector pTZ18R se realizé por mutagénesis sitio-
dirigida por oligonucle6tidos usando el kit Stratagene QuickChange segun los
procedimientos descritos por el fabricante. La expresion se realizd de la forma descrita
para la enzima silvestre. Debido a que la mutacion provoca una pérdida de afinidad en el
sitio alostérico la enzima no pudo ser purificada por afinidad alostérica. Por lo tanto, se
realizd por cromatografia de intercambio idnico. La enzima en sulfato de amonio (40-55%)
se dializ6 contra 100 mM Tris-acetato pH 8.5 y aplicada a una columna 16/10 Mono-Q
equilibrada con el mismo amortiguador. La enzima fue eluida con un gradiente lineal de
acetato de potasio (0-0.4 M) preparado en el buffer 40 mM Tris-Acetato pH 8.5. La enzima
eluy6 alrededor de una concentracion 0.2 M. Las fracciones se recolectaron y se pasaron
por la misma columna bajo las mismas condiciones. La pureza de la enzima se verificd
por medio de SDS-PAGE.

Ensayos cinéticos

Los ensayos cinéticos se realizaron a pH 7.7 a 30° C, en 50 mM TRIS-HCI, 15 mM EDTA

(21, 22). La formacion de producto se cuantifica a tiempo fijjo mediante el ensayo de
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Seliwanoff, midiendo la absorbancia del producto a 512 nm (21). La ManN6P se diluy6 en

H20 y se mantuvo a 4° C hasta ser afiadida a la mezcla de reaccion.

Analisis de datos y ajustes por regresion no lineal

Las regresiones no lineales y simulaciones fueron realizadas en el programa GraphPad
Prism®. Los datos de los experimentos cinéticos fueron normalizados a la Vmax del control

sin inhibidor. Los modelos estructurales fueron generados con el programa Pymol version

educativa.
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Resultados y discusion

La ManN6P no es sustrato de la reaccion desaminante de la EcCGNPD

Para descartar que la reaccion ManN6P - Fru6P+NH4 fuese catalizada por la ECGNPD,
se realizb un ensayo cinético utilizando ManN6P como sustrato. Las absorbancias
obtenidas a 512 nm fueron nulas. La ManN6P no es sustrato de la reaccidbn completa

catalizada por la EcCGNPD.

La inhibicion causada por la ManN6P es distinta a la inhibicién competitiva clasica

en enzimas alostéricas

Para evaluar la naturaleza de la inhibicion por ManN6P se realizaron ensayos cinéticos
utilizando la GIcN6P como sustrato y la ManN6P como ligante fijo variable (Figura 12A). A
primera vista es evidente que el fendbmeno de inhibicion es distinto a la mayoria de los
fendbmenos reportados para inhibidores competitivos de enzimas alostéricas, ya que como
se menciona en la introduccion, en esos casos el inhibidor a concentraciones bajas
ocasiona activaciobn a concentraciones bajas de sustrato (Figura 12D). Como
caracterizacion cuantitativa inicial del fendmeno se usoé la ecuacion de Hill, la cual provee
dos parametros que describen a una curva sigmoide: el coeficiente de Hill #, que describe
la sigmoidicidad cuando /#>1; y el parametro Ko.s, que representa el punto de inflexion. Al
realizar un ajuste a dicha ecuacion manteniendo como constante la velocidad maxima, el
parametro Kos aumenta en funciébn de la concentracibn de ManN6P y no hay una
alteracioén significativa en el coeficiente de Hill (Figuras 12B, 12C). El comportamiento de
estos parametros en funcion de ManN6P también difiere del reportado para la mayoria de
inhibidores competitivos de enzimas alostéricas, donde el parametro Kos aumenta en
funcion del ligante, y hay una abolicién total de la cooperatividad a medida que se

alcanzan concentraciones saturantes de inhibidor (Figura 12E, 12F)
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Figura 12. (A) Velocidades iniciales en funcion de [GICN6P] a distintas concentraciones de
ManNG6P. El ajuste es a la ecuacion de Hill. (B) Parametro Kos en funcién de [ManN6P] del ajuste
a Hill de la Figura 12A. (C) Parametro h o coeficiente de Hill en funcion de [ManN6P] del ajuste
de la Figura 12A. (D) Simulacion de la cinética de una enzima alostérica a distintas
concentraciones de un inhibidor competitivo. La simulacion se realizé con la Ecuacion 5 (pagina
17) utilizando los parametros V=1, [=200000, c=0.041, Ksr=0.55, d=0, K=0.09 (E) Pardmetro Ko.s
en funcién de [ManN6P] del ajuste de la simulacion en la Figura 12D a la ecuacion de Hill. (F)

Parametro h o coeficiente de Hill en funcién de [ManN6P] del ajuste de la simulacion en la Figura

12D a la ecuacion de Hill.
El objetivo de este trabajo es proponer un modelo que explique el efecto de la ManN6P
sobre la cinética de la ECGNPD. En la siguiente seccion se expone el proceso por el cual

se llegb6 al modelo que mas se aproxima a explicar los efectos observados.

El fendmeno se puede describir por un modelo basado en el modelo original de
Monod, Wyman y Changeux.

La ManN6P como un inhibidor puramente alostérico

Se consideré la posibilidad de que la ManN6P fuera un inhibidor puramente alostérico: sin
embargo, cuando los conformeros R y T tienen la misma constante catalitica, como en el
modelo cinético de la ECGNPD, un inhibidor puramente alostérico nunca es un inhibidor
total incluso a concentraciones saturantes. Un inhibidor alostérico a concentracion
saturante se une a los sitios alostéricos de los conférmeros T, desplazando todo el
equilibrio hacia ese conférmero; todos los sitios cataliticos quedan libres para la union del
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sustrato y se observa la cinética de la forma T (Figura 7B en la seccion Introduccion). A
concentraciones saturantes de ManN6P en el ensayo (>10 mM, datos no mostrados), se
obtuvo inhibicidén total, por lo que se descartd que el efecto inhibitorio observado fuera

consecuencia de la union de la ManNG6P en el sitio alostérico.

Modelo de MWC-Smith: inhibicion competitiva

Al ser un epimero de la GIcN6P, la ManN6P puede considerarse como un analogo del
sustrato. Esta alta similitud estructural y la inhibicién total a concentraciones saturantes
hacen evidente que la ManN6P se une al sitio catalitico de la enzima y compite con la
GICNG6P.

Como se menciona en la introduccién, Smith postul6 un modelo basado en el de MWC
qgue describe inhibiciones competitivas en enzimas alostéricas, con dos casos particulares
en los que la alosteria toma relevancia: la activacion paraddjica y la inhibicion por union

preferente del inhibidor a los sitios cataliticos de los conférmeros T.

Como se observa en el ajuste a la ecuaciéon de Hill, la ManN6P no causé el efecto de
activacion paraddjica: sin embargo, el segundo caso de Smith no se podia descartar. Por
lo tanto se probd la Ecuacion 5 (pagina 17) con el objetivo de establecer si los efectos

inhibitorios eran un caso de union preferente por sitios cataliticos de conférmeros T.

Mediante una regresion no lineal, manteniendo constante el parametro L, que es una de
las restricciones del modelo (Ecuacion 5), el ajuste obtenido fue ambiguo. Un ajuste
ambiguo significa que los intervalos de confianza para los parametros ajustados son muy
amplios. En lenguaje coloquial un ajuste de este tipo es un ajuste “deficiente”. Sin
embargo, al dejar variar L para cada una de las series de ManN6P, se obtuvo un ajuste

con intervalos de confianza aceptables (Tablas 3 y 4).
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Parametro Valor+DE Interpretacién

Kir 0.62+0.07 mM | Constante de disociacion de la ManN6P por los sitios
cataliticos de los conférmeros R

d=Ki/Kir 1.5+0.2 La ManN6P es mas afin por los sitios cataliticos de los
conférmeros T

Kir=Kr/d 0.41+ 0.07 mM | Constante de disociacion de la ManN6P por los sitios
cataliticos de los conféormeros T

Tabla 3. Parametros de ajuste global de los datos de la Figura 12A a la Ecuacion 5, variando L en

funcion de ManN6P. R2=0.99

ManN6P [mM] L+DE

0 17+1x104
0.1 8+1x104
0.25 5+1x104
0.5 16+6x103
0.75 7+3x103

1 3+2x103
1.5 926.8+539.6
2.5 312.5+198.4

5 94.8+63.5

Tabla 4. Variacion del parametro L en funcién de ManN6P obtenidos del ajuste global de los datos
de la Figura 12A a la Ecuacion 5. R2=0.98

La interpretacion de los valores de la Tabla 3 es que la ManN6P se une preferentemente
al sitio catalitico del conformero T (d>1), a diferencia de otro inhibidor competitivo de esta
enzima, el GIcNol6P, que tiene union preferente al sitio catalitico de R y da lugar al
fenbmeno de activacion paraddjica. Ademas de actuar como un inhibidor competitivo, la
ManN6P puede estabilizar los conférmeros T mediante su union en sitios cataliticos. El
acoplamiento termodinamico de las dos inhibiciones hace de la ManN6P el inhibidor de

naturaleza dual que predijo Smith teéricamente.
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A pesar que el modelo de Smith es una aproximacion al fenbmeno, mencionamos
previamente que una de las restricciones del modelo es que L no puede variar en funcién
de la ManN6P; una variacion en este parametro es evidencia de que estd modificado por
alguna expresion como en el caso de la Ecuacion 4 (pagina 14). Por lo tanto se consideré
la posibilidad de que la ManNG6P se uniera a otro sitio ademas del catalitico; el modelo de

Smith se descarté.

Cuando L varia en funcién de algun ligante es util transformar este parametro en una
constante alostérica efectiva llamada L’, como se describe en la pagina 14. De esta
manera, se puede diagnosticar la naturaleza del cambio de L’. Por lo tanto, se

regraficaron los valores L’ en funcion de la concentracion de ManN6P obtenidos de la
Tabla 4 (Figura 13).

200000+
1500004
1 100000+

500004

0 T ¥ 1
0 2 - 6

ManN6P [mM)
Figura 13. Regréafico del parametro L’ en funcion de la concentracibn de ManN6P. La linea

describe el ajuste de los datos a la Ecuacion 3 (pagina 14)

El mecanismo general de modificacion del parametro L es la union del ligante en un sitio
alostérico (ver seccion Efectos heterotropicos). Esta unidbn puede ser a ambos
conférmeros, exclusiva al conformero R o al conformero T. Como se menciona en esa
seccion, el parametro que define la preferencia conformacional es e=K.z/K.r. Donde e=1
para unién idéntica, e<1 para unidn preferente a R, ¢=0 unidén exclusiva a R, e>1 unién
preferente a T y e>>>1 union exclusiva a T. La Ecuacion 3 (pagina 14) describe estos
casos y fue usada para realizar el ajuste de la Figura 13. Los valores de los parametros

ajustados se encuentran en la Tabla 5.
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Parametro Valor+DE Interpretacién

Kar 0.5£0.1mM Constante de disociacion de la ManN6P por los sitios
alostéricos de los conférmeros R

e 0.38+0.09 La ManN6P es mas afin por los sitios alostéricos de los
conférmeros R

n =6 NUmero de subunidades de la EcCGNPD

L 168314+4882 | Los conformeros T predominan en ausencia de ligantes

Tabla 5. Pardmetros de ajuste global de los datos de la Figura 13 a la Ecuacion 3 R2=0.9944
Este ajuste indica que la ManN6P puede unirse al sitio alostérico de ambas
conformaciones, y que esta unidon es preferente a la forma R. Con base en estas

evidencias se construy6 el modelo final.

Modelo de MWC con inhibicién competitiva y con union del inhibidor al sitio alostérico

Al sustituir L en la Ecuacion 5 (pagina 17) por L’ de la Ecuacion 3 (pagina 14) obtenemos la
Ecuacion 6, la cual contiene las consideraciones del modelo de Smith y las
consideraciones descritas para la union de ManNG6P al sitio alostérico. Ademas de poder
deducirse por inspeccion, este modelo se puede deducir a partir de un mecanismo,
proceso descrito en el Apéndice.

Ecuacion 6:

OC(OH-ﬂ-l-1)”71+L[(e9;1)]006(006+dﬁ+1)”71
v_ (@+1)
(a+ﬂ+l)"+L[M](ca+dﬁ+l)n
(O+1)"
Donde:
a:ﬂ ﬁ:ﬂ Q:ﬂ C:KSR d:KIR e:KaR L= TO]
KSR K[R KaR KST KIT KaT [RO]
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continua de la pagina 29:

Ksr constante de disociacion del sustrato y el sitio catalitico de R
Ksr constante de disociacion del sustrato y el sitio catalitico de T
Kir constante de disociacion del inhibidor y el sitio catalitico de R
Kir constante de disociacion del inhibidor y el sitio catalitico de T
Kar constante de disociacion del inhibidor y el sitio alostérico de R
K.r constante de disociacion del inhibidor y el sitio alostérico de T

n es el numero de subunidades

Mediante un ajuste global de los datos de la Figura 12A a la Ecuacion 6, obtuvimos los

parametros de la Tabla 6. El ajuste de los datos se puede apreciar en la Figura 14.

Parametro Valor+DE Interpretacion

Kir 0.58+0.07mM Constante de disociacion de la ManN6P por los sitios
cataliticos de los conformeros R

d= Kir/Kir 1.6+0.2 La ManN6P es mas afin por los sitios cataliticos de los
conférmeros T

Kir=Ki/d | 0.36£0.06 Constante de disociacion de la ManN6P por los sitios
cataliticos de los conférmeros T

Kar 0.6£0.1mM Constante de disociacion de la ManN6P por los sitios
alostéricos de los conférmeros R

e= Ku/Kar | 0.1620.02 La ManN6P es mas afin por los sitios alostéricos de los
conférmeros R

Kar= Kar/e | 3.8+£0.8 Constante de disociacion de la ManN6P por los sitios
alostéricos de los conférmeros T

L 170886+10241 | Los conférmeros T predominan en ausencia de ligantes

Tabla 6. Parametros de ajuste global de los datos de la Figura 14 a la Ecuacion 6. R2=0.9904

30



ManN6P [mM]
1.009

- )
— 1
754
s - 025
——— 5
E 0-507 — 75
1
0.259 15
25
0.00~~ T T U 5
0 5 10 15

GIcNBP [mM)

Figura 14. Datos de la figura 12A ajustados a la Ecuacion 6. R2=0.9904

La interpretaciéon del valor de estos parametros es que la ManNG6P se puede unir tanto a
los sitios alostéricos (un conjunto de sitios equivalentes) como a los cataliticos (otro
conjunto de sitios equivalentes), fendbmeno que ha sido denominado como promiscuidad,
y se ha observado para el activador GICNAC6P en esta enzima (tesis de licenciatura de S.
Zonszein). Ademas, la preferencia de la unibn de ManN6P a cada conjunto de sitios

equivalentes de cada conformero es distinta, y se tratara una a la vez:

La unién a los sitios cataliticos es de fijacidbn no exclusiva: es decir, la ManN6P se une a
sitios cataliticos tanto de los conférmeros R como a los de los conférmeros T, compitiendo
con la unién de GIcN6P en ambos. Sin embargo, a diferencia del sustrato GICN6P y otros
ligantes de los sitios cataliticos de esta enzima, la preferencia de unién de la ManNG6P es
por los sitios de conférmeros T (d=1.6). El acoplamiento de la inhibicién alostérica
causada por la estabilizacion de conférmeros T y la inhibicion competitiva hace de la

ManNG6P un inhibidor de naturaleza dual.

En relaciéon con la unién a los sitios alostéricos, la ManN6P se une a los sitios tanto del
conférmero R como del conformero T. La preferencia de union es por los sitios alostéricos
de R. A continuacion se analiza como se relacionan los fendbmenos que se manifiestan en
el sistema cinético de desaminacibn de GIcN6P ante la presencia de distintas

concentraciones de ManNGP.

En ausencia de ligantes, los conformeros T predominan (L=1.7x107). En presencia de
concentraciones bajas de GIcN6P (<0.5mM), la probabilidad de que ésta se una a

conformeros R es baja. En presencia de concentraciones bajas de ManN6P (<0.5mM)
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en el sistema, la probabilidad de que GICN6P se una a conférmeros R es aun menor, ya
que la ManN6P se une principalmente a sitios cataliticos de los abundantes conférmeros
T, estabilizandolos en esta conformacion desfavoreciendo la union del sustrato a
conformeros R. Este es el componente alostérico de la inhibicion por ManN6P. Ademas
de dicho componente, la ManNG6P ocupa sitios a los que GICN6P se podria unir para sufrir
catalisis en ambos conférmeros; éste es el componente competitivo. Al aumentar la
concentracion de GIcN6P, el efecto homotropico por unidn a sitios en conférmeros R
empieza a predominar y a concentraciones cada vez mas altas de GICN6P hay una
abolicion tanto del efecto de inhibicion alostérica como del de inhibicibn competitiva

provocados por la ManN6P.

A concentraciones altas de ManN6P (>1 mM) y a concentraciones bajas de GICN6P
(<0.5mM), predominan los efectos inhibitorios alostéricos y competitivos de la ManN6P.
Cuando la concentracion de GIcN6P es mas alta (>5 mM), se estabilizan mas
conférmeros R. Sin embargo, debido a la alta concentracion de ManN6P en el sistema, el
efecto alostérico inhibitorio provocado por la unién a sitios cataliticos de T continta, pero
empieza a manifestarse un efecto de activacion causado por la union de la ManN6P a
sitios alostéricos de conformeros R, por lo que el efecto inhibitorio es menos evidente. En
otras palabras, la union de la ManN6P a los sitios alostéricos de R “amortigua” el efecto
inhibitorio causado por la unién a sitios cataliticos de conférmeros T. Es en esta union
promiscua y la amortiguaciéon donde radica la diferencia entre el modelo de Smith y el

modelo propuesto en esta tesis.

La amortiguacion se ilustra en las simulaciones de la Figura 15. En la Figura 15A se
observa como seria la inhibicién si la ManN6P sélo se uniera a los sitios cataliticos, con
preferencia a los de los conformeros T (modelo Smith-MWC). En la Figura 15B se observa
como es la inhibicion cuando la ManN6P se une tanto a los sitios cataliticos con
preferencia a los de los conformeros T, como a los sitios alostéricos, con preferencia a los
de los conférmeros R. Un aspecto interesante es que en presencia de ManN6P como
ligante unico, el sistema nunca estara en conformacion R. Esto es consecuencia de que
de todas las afinidades de la ManN6P por los distintos sitios de las dos conformaciones, la
afinidad por los sitios cataliticos de los conformeros T es la mayor (K;r=0.36+0.06 mM).

De esta afirmacion podemos concluir que la union de ManN6P a los sitios alostéricos y
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cataliticos de conférmeros R solamente se puede dar a concentraciones altas de algun

ligante (GIcN6P o GIcNAc6P) que estabilice moléculas en dicha conformacion.
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Figura 15. Simulaciones. (A) Modelo de Smith, Ecuacion 5 (B) Modelo descrito por la Ecuacion 6.
Los pardmetros compartidos en ambas simulaciones fueron V=1, L=200000, ¢=0.041, Ksz=0.55,
d=1.6, K;z=0.58 Los parametros adicionales para la figura B fueron K.z=0.6 ¢=0.16

Los fendmenos alostéricos observados en presencia de mas de un ligante implican una
competencia en el desplazamiento del equilibrio de conformaciones provocado por la
unién de los distintos ligantes en los distintos sitios de las distintas conformaciones.
¢, Como analizar de manera mas intuitiva el desplazamiento del equilibrio conformacional?
Aparentemente el andlisis de la constante alostérica efectiva L’, como en el caso de
efectores alostéricos, seria una manera practica de analizar dicho equilibrio. En el caso de
la Ecuacion 6 eso no se puede ni se debe hacer. En primer lugar, L’ disminuye a medida
que aumenta la concentracion de ManN6P. Esto es contradictorio con el patron de L’
esperado para un inhibidor alostérico (aumento en el valor de L) causado por el

enriquecimiento de conférmeros T a medida que incrementa la concentracion de inhibidor.

En segundo lugar, L’ es una expresion matematica obtenida del ordenamiento algebraico
de la ecuacion, y no representa una entidad fisicoquimica real. La ecuacion se reordena
de esa manera porque histéricamente coincidié que esa forma era una opcién intuitiva de
analizar los efectos heterotrdpicos (23). Es valido decir que representa una modificacion
numérica en L provocada la uniébn de ManNG6P al sitio alostérico: sin embargo, no define
qué conférmero es el mas abundante en todo el sistema. El equilibrio de conformaciones
en presencia de la combinacion de distintas concentraciones de ligantes no solamente

esta implicito en ese término, sino en todos los términos de la Ecuacion 6 (pagina 29).
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Las verdaderas entidades fisicoquimicas que nos permiten analizar el equilibrio
conformacional en presencia de uno o multiples ligantes son las funciones de estado
conformacional (7). En la siguiente seccion se describen las funciones de estado
conformacional para el modelo descrito por la  Ecuacion 6 y se contrastan con las

funciones de estado conformacional para un inhibidor que produce activacion paradojica.

Contraste de las funciones de estado conformacional de un inhibidor que produce

activacion paraddjica y de las funciones de estado de la ManN6P

La variable dependiente de una ecuacion cinética de MWC es la velocidad de reaccion,
que a su vez depende de la formacidbn de complejos productivos en distintas
conformaciones. El predominio en el sistema de uno u otro conformero es el fundamento
tanto de los efectos cinéticos homotrdpicos como de los heterotrépicos. La utilidad de las
funciones de estado conformacional es que proveen una manera cuantitativa indirecta de
analizar la concentracion molar de cada conférmero a distintas concentraciones de
sustrato, inhibidores y efectores. Es una medida indirecta ya que se construyen a partir de

los pardmetros obtenidos de las ecuaciones cinéticas.

Como mencionamos previamente, el componente alostérico de la inhibicion competitiva
descrito con mas frecuencia en la literatura es la activacion paradéjica descrita por el
modelo de Smith. También mencionamos que la explicacion a este fendbmeno de
activacion es la afinidad exclusiva o preferente del inhibidor por la forma R (d=0 6 d<1). La
ManNG6P tiene varias caracteristicas que la hacen un ligante de naturaleza especial, la
inhibicion competitiva y alostérica acopladas, y la promiscuidad. Las funciones de estado
conformacional proveen una manera de contrastar cuales conformaciones predominan en
el caso de activacion paraddjica contra las que predominan en la inhibicidbn causada por la

ManNG6P, a distintas concentraciones tanto de inhibidores como de sustrato.

Matematicamente una funcion de estado conformacional es igual al cociente de todas las
formas de la enzima en una conformacidn sobre todas las formas de la enzima, en funcion
de la concentracion del sustrato GIcN6P. Las ecuaciones de las funciones de estado para
el modelo de Smith (Ecuaciones 7) y el modelo para ManN6P (Ecuaciones 8) son las

siguientes:
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Ecuaciones 7:

P= (a+p+1) 7= L(co+dp+1)"
(a+pB+1)'+L(ca+dp+1)" (a+p+1)"+L(ca+dp+1)"
Ecuaciones 8:
L[M](ca—kdﬂﬂ)”
R (a+p+1)" 7= (14+80)
(a+ﬂ+1)”+L[M](0a+dﬁ+l)" (a+ B+ 1)”+L[M](0a+dﬁ+l)n
(1+86)" (1+0)

Utilizando los parametros (V=1, L=200000, ¢=0.041, Ksx=0.55, d=0, Kir=0.09) y las
Ecuaciones 7 se gener6 la Figura 16A, las funciones de estado conformacional para un
inhibidor con activacién paraddjica. Utilizando los parametros de la Tabla 6 y las

Ecuaciones 8 se genero la Figura 16B.

R ManN6P [mM]

A Inhibidor [mM)]

1.009 . 0 1.004 - —0

] —_ . ‘\\\\\\\ /’é —o
0.75 ‘ — 25 8 N — 25

— N 5 X/ 5
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1 1
0.254 15 0.254 X 15
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0.00 5 0.004 T T 1 5
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Figura 16. Simulaciones de las funciones de estado conformacional Ry T en funcion de [GICN6P]
a distintas concentraciones de un inhibidor. A) Las curvas se generaron con las Ecuaciones 7 con
los parametros del pie de Figura 12D. B) Las curvas se generaron con las Ecuaciones 8 y los

parametros de la Tabla 6

Las funciones de estado conformacional son una manera practica de apreciar las
alteraciones sobre el equilibrio de conformaciones que puede ocasionar la unién de uno o
varios ligantes. En la Figura 16A, la curva de funcion de estado para la forma R (lineas
continuas) se va desplazando hacia la izquierda a medida que aumenta la concentracion

de inhibidor, hasta llegar a una concentracion en la cual todo el equilibrio ha sido
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desplazado hacia R. ¢ Por qué si todo el equilibrio esta desplazado a R a altas
concentraciones de inhibidor, no hay mayor catélisis? La respuesta es que el inhibidor es
competitivo, por lo que ocupa todos los sitios cataliticos a concentraciones altas. En el
caso de la Figura 16B, la curva de funcion de estado para la forma R se va desplazando
hacia la derecha a medida que aumenta la concentracion de inhibidor. Aqui se aprecia la
inhibicion alostérica provocada por la unién de ManN6P a sitios cataliticos del conférmero
T; los conformeros T se estabilizan a medida que aumenta la concentracion de ManN6P
gue se suma a la inhibicion competitiva. El acoplamiento de los efectos se observa en el

experimento cinético.

Con el objetivo de obtener mas evidencias en apoyo del modelo, se realizaron los

experimentos descritos en las siguientes secciones.

La cinética de la EcGNPD a concentracion saturante del activador alostérico

GIcNAC6P, y con la ManN6P como un ligante fijo variable

La molécula GIcNAc6P es un ligante de fijacion exclusiva al sitio alostérico de R; al usarlo
a concentraciones saturantes en un experimento cinético podemos asumir que la mayoria
de las moléculas de la ECGNPD se encuentran en dicha conformacion (ver efectos
heterotrdpicos, pagina 4). Por lo tanto, es una herramienta Util para caracterizar los
efectos de la ManN6P en un sistema desplazado totalmente a conformacion R. El
experimento de la Figura 17 se realizd6 a una concentracion fija saturante de activador
(1mM), GIcN6P como sustrato y ManN6P como ligante fijo variable. Para analizar el
patrén de inhibicion bajo un esquema libre de modelo, se ajusté cada serie de manera

individual a la ecuacion de Michaelis-Menten y se regraficaron los parametros K, y V.

1.001

- 10
- 25 159 [}
- 50 I

75 & 104 = ) >

1.59

0.7549

vN

0.504

0.59

0.254 0.54

0.00 T T T 1 0.0 T T 1 0.0

GlcN6P [mM] ManN6P [mM] ManN6P [mM)

Figura 17. (A) Cinética en presencia de 1 mM GIcNAC6P y varias concentraciones de ManN6P
(B) Variacién del parametro Kn en funcion de [ManN6P] (C) Variacion de V en funcion de
[ManN6P]
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Para este experimento el comportamiento esperado era una inhibicion de naturaleza
competitiva, lo cual estaria de acuerdo con el modelo de la Ecuacion 6 (pagina 29) si
consideramos que saturando de GICNACc6P las formas T se reducen practicamente a cero.

Matematicamente se puede mostrar mediante la Ecuacion 9.

Ecuacion 9:
OC(OH-ﬁ—i-l)n_l—f-L[M]COC(COC-Fdﬁ-Fl)n_l
v_ (y+6+1)"
(a+ﬁ+1)”+L[M](0a+dﬂ+l)"
(y+6+1)"

Esta ecuacidn parte del mismo mecanismo descrito por la Ecuacion 6, con la novedad de
la union de GIcNAC6P al sitio alostérico. Esta union se incluye en el modelo mediante la
adicién del parametro y dentro del término de modificacion de L, el cual en la ecuacion se
encuentra entre corchetes. Es un término aditivo ya que compite con la ManN6P por el
sitio alostérico. Previamente se ha demostrado que GIcNAc6P tiene una afinidad
exclusiva por el sitio alostérico de R de 35 uM (24). En el experimento de la Figura 17, se
utiliz6 una concentracién de 1000 uM; resolviendo aritméticamente el denominador del
término entre corchetes da como resultado 4x1026, nUmero astronémico que nos reduce el

término de las formas T a cero.

Sin embargo, la naturaleza de la inhibicibn no es competitiva. Hay un componente que
influye sobre la V... a concentraciones altas de ManNG6P, y el patrén de K, en funcion de
ManN6P no sigue un incremento en todo el intervalo de concentraciones.

K _n

La Ecuacion 9 predice la formacion de complejos asimétricos ES.l,-.A,l:-y, donde “x” es la
estequiometria de unién a sitio catalitico; “y” es la estequiometria de unidén al sitio
alostérico. Evidencias recientes indican que la activacion heterotrdpica por GIcNAc6P
tiene un componente terciario (comunicacion personal del proyecto de doctorado de S.
Zonszein). Es probable que los complejos asimétricos previamente mencionados tengan
constantes cataliticas perturbadas o anuladas, producto de la combinacion de multiples
efectos alostéricos terciarios provocados por la union de los tres ligantes en sitios

distintos.
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Ademas, Zonszein demostro en su tesis de licenciatura que la GICNAC6P también tiene un
efecto promiscuo, es decir que se puede unir al sitio catalitico, por lo que la diversidad de
complejos crece significativamente si se incluye este factor en el mecanismo.
Consideramos que la complejidad del fenbmeno en presencia de tres ligantes, dos de
ellos de unidn promiscua y con la posibilidad de ejercer efectos terciarios desconocidos,
esta fuera del alcance metodologico de este proyecto. Debido a que aun no se contaba
con mas evidencia para apoyar el modelo de la Ecuaciéon 6, se utilizd una mutante cuya

afinidad por el activador en el sitio alostérico esta abolida: la mutante Lys160Ala.

La cinética de la mutante Lys160Ala de la EcCGNPD con la ManN6P como un ligante

fijo variable

El residuo Lys160 forma parte de una red de cargas positivas del sitio alostérico, cada una
de las cuales es critica para la interaccion del grupo fosfato del activador y la enzima (16).
La mutacion por alanina provoca la pérdida de esta propiedad. Ademas, esta enzima
carece tanto de transicion homotrépica (k=1 en ausencia de activador), como de
transicion heterotropica (V;=V: K;=K: en ausencia y presencia de activador
respectivamente). Estas razones hacen de esta mutante una herramienta para evaluar los
efectos de la uniébn de la ManN6P solamente al sitio catalitico, con la simplificacion

adicional de la ausencia de transiciones alostéricas.

El ensayo cinético se realizd a concentraciones variables de ManN6P, a una
concentraciéon 60 nM de enzima. La cinética resultante (Figura 18) se ajust6 a la ecuacion
de Hill. Todas las graficas tuvieron un coeficiente de Hill de 1, evidencia de que la
transicion homotropica esta abolida por la mutacién. Ademas, la V... fue constante en
funcidbn de [ManN6P], y la Kos=K, aument6 en funciébn de [ManN6P]. Por lo tanto, se
ajustaron los datos a un modelo de inhibicibn competitiva clasica. Debido a que a
concentraciones altas de sustrato se observa una inhibicion por sustrato en cada una de
las curvas, se restringié el ajuste a las concentraciones de sustrato mostradas en la
gréfica (25).
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Los parametros obtenidos del ajuste se encuentran en la Tabla 7. La conclusion de este
experimento fue que la ManN6P y la GICcN6P si se unen de manera mutuamente
excluyente al sitio catalitico de la enzima, o sea que la ManN6P si es un inhibidor

competitivo.

1.00 ManN6P [mM]

GIcNBP [mM]

Figura 18. Velocidades iniciales de la mutante Lys160Ala en funcién de GICN6P a distintas
concentraciones de ManNG6P. La serie de curvas se ajust6 a la ecuacion de inhibicidbn competitiva

clasica.

Parametro Valor+DE
K 2.07+0.06mM
K; 0.62+0.04mM

Tabla 7. Parametros de ajuste global de los datos de la Figura 18 a la ecuacion de inhibicién

competitiva clasica. R2=0.9904

La cinética de la EcCGNPD silvestre con ManNAc6P como ligante fijo variable

A diferencia de ManN6P, el ligante ManNAC6P si es un metabolito fisiolégico (18). Esta
presente en la via de utilizacion de aminoazucares, por lo que fue sintetizado con el
objetivo de evaluar si ejercia efectos competitivos o alostéricos sobre la EcGNPD
similares a los causados por ManNG6P. El resultado fue que no ejerce efectos inhibitorios ni

de activacién en el intervalo de concentracién 0.035 mM - 3.5 mM (Figura 19).
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Es posible que el sustituyente acetamido sea demasiado voluminoso y cause

impedimentos estéricos que imposibiliten la unibn de ManNAC6P a los sitios de la enzima.

1,00
0.754
2 0.50-

0.254

0.00+

5 10 15
GIcNBP [mM]

[ManNACc6P]
—— 0mM
==— (035 mM
= 35 mM
= 3.5mM

Figura 19. (A) Cinética en presencia de varias concentraciones de ManNAC6P. Las curvas estan

ajustadas a la ecuacion de Hill.
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Discusion general y perspectivas

Los parametros cinéticos pueden confirmarse mediante experimentos de union

directa

Al suponer condiciones de equilibrio rapido, las constantes de disociacion expresadas en
las ecuaciones cinéticas pueden confirmarse mediante experimentos de unién directa de
los ligantes. El primer abordaje que proponemos es realizar experimentos de unidn con

ManN6P32 para caracterizar directamente la union de la ManN6P a la enzima.

Otra aproximacién para confirmar las constantes de los modelos es hacer uniones al
equilibrio de GlcN-ol-6P y GIcNAC6P tritiadas en presencia de ManN6P, para confirmar las

constantes de inhibicion obtenidas de los experimentos cinéticos.

La unién preferente de la ManN6P al sitio catalitico del conféormero T desde un

punto de vista estructural

Segun el parametro d=1.6 obtenido a partir de la Ecuacion 6 (paginas 29-30), la ManN6P
se une preferentemente a los sitios cataliticos de conformeros T. A continuacién propongo
como la ManN6P podria unirse con mayor afinidad a dichos sitios desde un punto de vista

estructural.

La estructura del sitio catalitico del conférmero R, asi como la red de interacciones que
establece con el ligante GlcN-ol-6P se resolvié en 1995 (PDB ID: 1HOR); la estructura del
sitio catalitico del conférmero T a 1.9A de resolucion se resolvié en 2002 (PDB ID: 1FSF).
A partir del contraste de la estructura de estos dos sitios y del analisis de las interacciones
de la GIcN-ol-6P con el sitio del conférmero R, propongo una serie de hipotesis sobre la
union preferente de la ManN6P al sitio catalitico del conférmero T y las posibles

consecuencias estructurales y dinamicas de dicha unién.

En la Figura 20 se muestran en estéreo y desde la misma perspectiva, el sitio catalitico
del conférmero R (A) y el sitio catalitico del conformero T (B). En ambas figuras he
distinguido dos regiones: una formada por los residuos Ala145, His143, Lys208

(representada en verde); otra formada por los residuos Tyr85 y Arg172 y el asa
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conformada por los residuos que comprenden la regiéon de Pro41 a Pro45 (representada

en turquesa).

El ligante GIcN-ol-6P esta representado en palos y esferas transparentes en la figura A; el
ligante en el sitio catalitico del conférmero T no existe en la estructura 1FSF. En ambas

figuras las moléculas de agua estan representadas por esferas rojas.

En el sitio catalitico de R (Figura 20A) el ligante GlcN-ol-6P forma contactos (lineas
punteadas rojas) tanto en la region verde como en la turquesa, ya que éstas ultimas se
encuentran cercanas una de la otra, o dicho de otra manera, el sitio estd en una
conformacion “cerrada”. En la region verde el ligante establece tres interacciones directas
con la proteina, mientras que en la regidén turquesa puede establecer hasta 14. Ademas,
puede formar una red de interacciones con las moléculas de agua que lo rodean. Algunos

de los contactos de esta red establecen interacciones indirectas proteina-agua-ligante.

La distancia que separa a las regiones verde y turquesa en el sitio del conformero T es
mayor que aquélla que las separa en el conformero R. Esta distancia se tomé de Ne2 en
His143 al oxigeno del grupo carbonilico de la cadena principal de Thr41 del asa turquesa,;
en el sitio de R la distancia es de 8.2 Ay en el sitio de T es de 10.4 A. En el sitio de T es
probable que la distancia entre ambas regiones impida que un ligante interactue con
ambas, ademas el numero de moléculas de agua que ocupan la cavidad del sitio catalitico

del conférmero T es mayor que en el conférmero R.

A pesar de la distancia entre las regiones verde-turquesa y otros cambios geométricos en
el sitio catalitico, la estructura de la cara turquesa se mantiene constante en los dos
conférmeros (RMSD=0.233, 67 atomos). El asa Pro40-Pro45 no cambia su conformacion
(RMSD=0.198, 34 atomos), y su posicion relativa a los otros residuos que conforman la
region turquesa, Tyr85 y Asp72 cambia poco. Esta posicion se estableci6 utilizando como
un punto de referencia al grupo hidroxilo del residuo Tyr85. Las distancias de Asp72 a
dicho grupo (distancia en R=4.7 A, distancia en T=4.8 A), y la distancia de Pro40-Pro45 al
mismo grupo hidroxilo (distancia en R=4.1 A, distancia en T=4.7 A) se mantienen

practicamente constantes.

Como mencionamos previamente, en la region turquesa hay mas interacciones del ligante

GlcN-ol-6P que en la region verde (lineas punteadas rojas en la Figura 20). Como la
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conformacion de esta cara es practicamente idéntica en ambos conférmeros, es probable
que la ManNG6P forme interacciones con esta region en el conférmero T y no con la region
verde, debido a su lejania. En cambio, en el sitio del conformero R la ManN6P podria
formar interacciones con ambas caras. Es probable que la configuracion distinta del grupo
amino cause impedimentos estéricos o electrostaticos en la regidén verde, y eso cause la
disminucién en la afinidad por ese sitio. Ademas, la abundancia de moléculas de H20 en
la cavidad del sitio catalitico del conférmero T podria ser un componente importante en los
términos entrdpicos de las constantes de disociacidn de los ligantes por ese sitio e incluso
podrian ser determinantes en los términos entrdpicos correspondientes a la transicion

alostérica.

La estructura del conformero T de la ECGNPD sé6lo se ha resuelto en ausencia de
ligantes, por lo que obtener la estructura de la enzima en presencia de la ManN6P ofrece
la oportunidad de analizar por primera vez el sitio catalitico del conférmero T ligado; se
podran conocer cuales son las interacciones que forma la ManN6P en el sitio catalitico y
sus consecuencias en la estructura y dinamica de todo el conférmero, especialmente en la
region denominada tapa del sitio catalitico, cuyas caracteristicas dinamicas son

esenciales en la transicidn alostérica (16, 17).
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A (sitio de R)

HIS-143

Figura 20. Representacion en estéreo (cross-eye) del sitio catalitico del conformero R (A) y del
sitio catalitico del conférmero T (B). La descripcién completa de la figura se encuentra en el texto.
Imagen generada en el programa PyMol a partir de las estructuras THOR y 1FSF
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El acoplamiento termodinamico de la inhibicion alostérica y competitiva desde el

punto de vista de diseno de inhibidores

El disefio de inhibidores enzimaticos se centra en dos tipos de moléculas: los inhibidores
competitivos de alta afinidad (26, 27), y los inhibidores alostéricos (28). Para ejercer
ambas inhibiciones simultdneamente se ha propuesto la combinacién de inhibidores de
las dos clases, por ejemplo en el caso de la cinasa oncogénica Bcr-Abl donde se han
utilizado anélogos del sustrato ATP junto con inhibidores alostéricos que se unen a sitios

de union a miristato (29).

Los efectos causados por la ManN6P sobre la ECGNPD sugieren que es posible inhibir a
una enzima tanto competitivamente como alostéricamente sin la necesidad de combinar
dos moléculas. La ManN6P es un inhibidor dual de la catalisis de GICN6P: es un inhibidor
alostérico porque es un ligante sin equivalencia estereoquimica, que desplaza el equilibrio
hacia conférmeros de baja afinidad por GIcN6P; es un inhibidor competitivo porque su
union y la de la GIcN6P al sitio catalitico son mutuamente excluyentes. El acoplamiento
termodinamico de las inhibiciones hace de la ManN6P un inhibidor “ideal” desde el punto
de vista del disefio de inhibidores, y hace plausible la busqueda y el disefio de inhibidores
de este tipo para el estudio de otras enzimas oligoméricas con transiciones

conformacionales concertadas.
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Apéndice

El modelo construido por Smith (10) esta basado en el modelo de MWC. El modelo que
describe la inhibicion causada por ManN6P es un caso particular del modelo de Smith-
MWC; a pesar de que se puede construir por inspeccion a partir de los mencionados
anteriormente, en este apéndice se ilustra como se construyd utilizando los
procedimientos descritos por Segel (7) para verificar su validez. Ademas, cada uno de los
modelos descritos en esta tesis se puede construir con este procedimiento, y la

nomenclatura aqui utilizada es la hallada comunmente en la literatura.
Antecedentes: Constantes efectivas y constantes microscopicas

Constante de disociacidn efectiva: expresa el equilibrio entre sustrato libre, enzima libre y

complejo enzima sustrato.

K]
efectiva [ESY]

Constantes de disociacion intrinsecas: también conocidas como constantes de disociacion
microscoépicas, expresan el equilibrio entre sustrato libre, sitio libre y complejo sitio-

sustrato.

S|
Sitio A Sustrato |

[ SlthS libres] [

micro [

Son constantes para el sitio aislado, sin importar su asociacion con otros sitios en la
misma molécula. Se pueden relacionar con las constantes de disociacidén efectivas de la
siguiente manera: considerando un trimero, la reaccion de union de la primera molécula

de ligante para formar el primer complejo ES, esta descrita por:

1
E+S_ > ES

k-1
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Donde k; y k.; son constantes cinéticas microscopicas para el sitio, no para el complejo
ES. Nuestro objetivo es obtener la expresion que describa la velocidad de formacion de
complejos [sitio”sustrato], en funcion de [E]. Esta velocidad es proporcional a la
concentracidn de sitios libres y a la concentracion de sustrato, y sabemos que la molécula

[E] tiene tres sitios libres, por lo tanto:

v =k 3[E|[S]

E+S—ES,

De la misma manera, la velocidad de disociacibn del complejo [sitio’sustrato] es
proporcional al numero de complejos [sitio”sustrato] . En el complejo [ES] solamente hay

un sitio ocupado, por lo tanto hay un solo complejo [sitio”sustrato] por molécula [ES]:

VE+S<—E51:k—1 [ES]
En equilibrio, las dos velocidades son iguales.
VE+S—>ES]_ VE+S<—ES1

E[s]_ k.,
[ES] 3k,
o — microscopica
efectiva| ES | 3

Siguiendo el mismo razonamiento, para la union de la segunda molécula de sustrato:
k>

ES+S «—ES»
k-2
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k,|ES]=2k_[ES ]

Pero estamos definiendo que la unién de la segunda molécula de sustrato es a un sitio

equivalente al que se pego la primera, por lo tanto k;=k> y k.1=k->:

efectiva| ES , | microscopica

Por inspeccion, podemos concluir que:

FEcuacion 1:

SULOS ,.\rados en[ ES |

efectival ES ] " microscépica ..
sit1os libres en| ES | ]

La utilidad de este procedimiento, es que podemos construir mecanismos y ecuaciones
que contengan las constantes microscopicas, en funcién de la concentracion de enzima

total y de sustrato, informacion que generalmente conocemos en un experimento.

La construccion de un modelo basado en el de MWC: Modelo que explica la

inhibicién causada por la ManN6P

El primer paso es elegir el sistema: sera un trimero con dos conformaciones preexistentes
en equilibrio (R y T). Cada conférmero tendra dos conjuntos de sitios: uno conformado por
tres sitios cataliticos equivalentes entre si y otro por tres sitios alostéricos equivalentes
entre si. Se eligid un trimero ya que es la minima unidad unidad oligomérica con la cual
se construyen ecuaciones que se pueden generalizar para n numero de subunidades,

como se apreciara a lo largo de este apéndice.
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El siguiente paso es establecer el tipo de ligantes a evaluar y los sitios a los que se unira.

De esta manera podemos proponer un mecanismo. Consideraremos dos ligantes:

Ligante S: productivo

Ligante 1: improductivo

Asumiremos que el ligante S se une al sitio catalitico tanto de R como de T, con una
constante de disociacidn microscépica Ksr para sitios en R y una constante de disociacion

microscoépica Ksr para sitios en T.

Asumiremos que el ligante 1 se une al sitio catalitico tanto de R como de T con una
constante de disociacion microscopica Kz para sitios en R y una constante de disociacion
microscopica K;r para sitios en T. Ademas se une al sitio alostérico de ambos
conférmeros, con una constante microscopica K.z para sitios R y una constante de
disociacidon microscopica K,r para sitios en T. Durante el transcurso de esta construccién,
la union de moléculas 7 en el sitio alostérico sera denotado con un superindice ‘a’: /¢, para

distinguirlo de la unién en sitios cataliticos.

El mecanismo sugerido basado en las descripciones anteriores se encuentra en la
Figura 21. R y T describen la conformacién de la proteina. En un complejo RXXX, S
describe union de ligante S en sitio catalitico, / describe union del ligante 7/ en sitio
catalitico. Estas dos uniones son mutuamente excluyentes. I describe la union del ligante
I en el sitio alostérico de la enzima. Las flechas horizontales en negritas describen los
equilibrios entre complejos con la misma estequiometria de ligantes unidos, pero distinta

conformacion. Las flechas verticales describen la unién de 7 en el sitio alostérico.
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Figura 21. Mecanismo sugerido para la inhibicion causada por la ManN6P en un trimero
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Para construir una ecuacion de la cual podamos obtener las constantes de disociacion

microscépicas, necesitamos establecer lo siguiente:

En una enzima con n sitios cataliticos y haciendo suposicidbn de equilibrio rapido, la
velocidad inicial de formacion de producto v es proporcional a la concentracidn molar de
sitios cataliticos productivos. Un sitio catalitico productivo es aquél sitio catalitico con una
molécula de sustrato unida a él. Por lo tanto, vxx/ES,/. Siendo k... la constante catalitica

microscopica del sitio, v=kcux([ES]+[ES2]+....[ES,])

La velocidad maxima ¥V es proporcional al total de sitios cataliticos, 0 sea Von/Ewi],
donde /Ewwi] €S la sumatoria de la concentracion molar de todas las formas de la enzima.
Siendo k. la constante catalitica microscopica, V=nkcu/E:wiai]. Siguiendo estas
suposiciones, para el mecanismo B con » sitios (en un momento regresamos al ejemplo
con tres sitios) el cociente de vy V es:

Ecuacion 2:

x=n,y=(n—x),z=n

x[RS I I']+x[TS I I']

1: x=1,y=0,z=0
V x=n,y=(n—x),z=n
. Z_:O . (RS 1 1]+[TS 1 1]

Podemos observar que las constantes cataliticas se cancelan en la parte derecha de la
expresion, por lo que podemos decir que el cociente v/V es igual al cociente de la
concentracidbn molar de sitios cataliticos productivos y la concentracion molar de sitios

cataliticos existentes.

El siguiente paso es definir cada complejo en relacion a la concentracion molar del

complejo R sin ligantes, /R/, y en relacidén a constantes microscopicas:

rs )= LRILSI_3[RI[S]
%KSR KSR

51



Definimos como concentracion especifica al cociente de la concentracidbn molar de ligante
libre y la constante microscépica. A la concentracion especifica la denotamos con una

letra griega, en el caso de S, a:

[S]

a=—
KSR

La concentracion del complejo RS, en funcidn de concentracion especifica de S es:

[RS]=3[R]a

En el caso de los complejos con inhibidor en el sitio catalitico hay que incluir la naturaleza
competitiva. Esto se hace al declarar constantes microscépicas, considerando que la
union de ambos ligantes es mutuamente excluyente. Por ejemplo, el complejo RSI se
construye considerando la secuencia siguiente de unién: una molécula de S se une a un
conférmero R con 3 sitios libres y se disocia de un complejo RS con un sitio ocupado, de
ahi el coeficiente 1/3 que modifica a Ksz. La molécula 7 se une a un complejo RS con DOS
sitios cataliticos libres, y se disocia de un complejo RIS con un sitio ocupado por /. De ahi
el coeficiente 2/1 que modifica a Kiz. Finalmente, se define la concentracién especifica de

inhibidor para sitio catalitico como £ :

[RIS]: [R][S][]] :6[R][S][]]
llKSRKIR KoK
32
o=5L 5 L]

Ko™ Ky
| RIS |=6[ ]

Cuando el inhibidor se une al sitio alostérico, la unién es independiente al sitio catalitico,
por lo que los coeficientes de modificacion de K.z, la constante microscopica de /'y el sitio

alostérico, también lo son.

(RS |=— LRSI (o [RUSIIE
lllKﬂKmKR Ko K g K
323 “
sy, ), 11
’ KSR,IB_KJR,Q_KaR

[ RSIT®]=18[ R]ap0
52



Siguiendo estas reglas podemos obtener todos los complejos en conformacion R, en
funcidén de /R]. Para obtener los complejos en conformacién T en funcion de /R], debemos

definir las siguientes relaciones:

L _LT]

[R]
[T]=[RI[L]
C:KSR,d:KIR,e: aR

K K L

Inicialmente se construye el complejo en funcion de /7] y de constantes microscépicas

para T. Después se define en funcién de L y de /R], y de constantes microscopicas para

R usando las relaciones previamente descritas:

s e LTSI _ o LIRYSITLI"
111 K_ K K

-———K K K SR IR aR
3 2 3 ST IT T Cde
y181 g 1] o 11
KSR KIR KaR

|TSII“]1=18 Lcd e| R|apO

Siguiendo este procedimiento, los complejos de la region del mecanismo bordeada en

verde claro son:

[R]=[R]
[RS]=3[R]a

[RS:]=3 [R] o2

[RS3]= [R] o’

[RS1]=6 [R]of

[RSL,]=3/2 [R] o p?
[RI]=3[R]p
[RI]=3 [R] B~
[RIs]=[R] B
[RS:1]=3 [R] o

Tabla 1. Complejos de la seccion verde clara
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Nuestro objetivo es construir las sumatorias de la Ecuacion 2. Aparentemente necesitamos
conocer todas las expresiones de equilibrio de los complejos para realizarlo. Sin embargo,
por inspeccion de los complejos del area verde clara podemos construir las sumatorias y
la ecuacion final sin necesidad de definir cada uno de los 80 complejos de las otras partes

del mecanismo. Esto se realiza de la siguiente manera:

El primer paso es obtener el numerador v de la ecuacién, por lo que necesitamos la
sumatoria de la concentracion de todos los complejos ligados multiplicados por la
estequiometria de sustrato correspondiente. Los complejos con sitios cataliticos
productivos del area verde clara estdn marcados en negritas en la Tabla 1, su sumatoria

es!

x| RS I |=[R](3 a+6a’+30’+6a f+3a+6a’ p)

Factorizando /R/, 3, a y el otro término del producto:

x=3,y=(3—-x)
> x[RSxIV]:3[R]a(1+a+ﬂ)2

x=1,y=0

Generalizamos para n sitios:

Ecuacion 3:

x=n,y=(n—x)
> x[Rley]:n[R]a(1+a+ﬁ)("_l)
x=1,y=0
Hasta ahora sélo tenemos los complejos del area verde clara. Todavia necesitamos
construir las partes del mecanismo donde se une una molécula de I al sitio alostérico, o
sea los complejos con [“. Si inspeccionamos la funcién del equilibrio del complejo RSIF

del mecanismo con 3 sitios podemos ver que:

|RI"|

RSII*]=[R]18aB0=[ RSI]30=[ RSI
| RSII"|=| R]|18aB0=| RSI |36 =( ][R]

Esta expresion se puede generalizar para n sitios. Como mencionamos en parrafos
anteriores, la union de /¢ al sitio alostérico es independiente de la unién al sitio catalitico,

por lo que cualquier complejo con / en el sitio alostérico sera igual al producto del
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complejo sin 7 ligado en sitio alostérico por el cociente del complejo con / unido al sitio

alostérico y la forma R sin ligantes. Expresado matematicamente:

| RI’]
[R]

El siguiente paso es definir la sumatoria que representa a todos los sitios productivos en

[RSXIVIZ]:[RSXIV]

conformacion R, o sea toda el area bordeada en tonos verdes (claro y obscuro):

y=(n— 2 Y p
Z [RSYIVI:]: x[RS I ]
)=0.z=0 co x=1,y=0,z=0 S LR]

Sustituyendo por la Ecuacion 3:

Ecuacion 4:

x=n,y=(n—x),z=n

> x[RS I I!]=n[R]ala+p+1)

x=1,y=0,z=0

II

Los primeros tres complejos de la Tabla 1 representan los complejos con S en el sitio
catalitico y el sitio alostérico vacio. Podemos concluir que los complejos con I en el sitio
alostérico y el sitio catalitico vacio se construyen con los mismos coeficientes, pero con

constantes microscépicas distintas:

[R]=[R]
[RI*]=3[R]O

[RI*;]=3 [R] 62

[RI;]= [R] 63

Por lo tanto, las sumatoria de los complejos es:

Z 1(14+30+30°+6°)

Factorizando:

N
Ul
w

[RI‘]=[R](1+6)

N
Il
[e]
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Generalizando para » sitios y dividiendo entre /R]:

=(1+0)"

z=n
z=0

Ahora, sustituimos esta ecuacion en la Ecuacion 4 y obtenemos:

|RI]
[R]

x=n,y=(n—x),z=n
> x[RSXIyIZ]:n[R]a(a+,B+1)("_1)((9+1)"

x=1,y=0,z=0
Recordemos que todavia nos hacen falta los sitios productivos en complejos T. Por
inspecciéon de la ecuacién del complejo 7SIl (p. 43), los complejos T son iguales a los
complejos R, pero multiplicados por L y la literal o literales correspondientes que
relacionan las constantes de disociacion microscopicas de ambas formas de la enzima (c,

d, e). Sabiendo esto, y siguiendo todo el procedimiento antes descrito:

x=n,y=(n—x),z=n
-1
> x[TS I I!]=n[R]|Lca(ca+dB+1)"""(ed+1)"
x=1,y=0,z=0
La sumatoria de todos los sitios ligados productivos tanto en R como en T es igual a v, 0

el numerador de la parte derecha de la Ecuacion 2:

x=n,y=(n—x),z=n
y= > x[RS I I]+x[TS I 1]

x=1,y=0,z=0

La parte derecha es la suma de las ecuaciones de T y de R, por lo que:

v=n[R]a(a+p+1)"""(0+1)'+n[R] Lea(catdB+1)"" (ef+1)"

Factorizando n y /R/:

v=n[R]la(a+p+1)"""(0+1)'+Lcalca+df+1)"""(ef+1)"]

Ya tenemos el numerador de nuestro modelo. EI denominador se obtiene con el mismo
procedimiento para el total de sitios cataliticos existentes, y es igual a V-
x=n,y=(n—x),z=n
v=" 2 x[RSI Il+x[TS I I']

x=0,y=0,z=0
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Para declarar matematicamente que son todos los sitios cataliticos existentes, se pone el
coeficiente x=n ya que en cada complejo EXISTEN # sitios. Por ejemplo, R sin ligantes

tiene 3 sitios cataliticos. La expresion es:

V=n|R|(a+p+1)"(0+1)"+n|[R|L(ca+dp+1)"(ef+1)"
Factorizando ny [R]:
V=n|R|{(a+B+1)"(0+1)"+L(ca+dB+1)"(ed+1)"}

Realizando el cociente v/V para obtener la ecuacion final:

v _n[R){a(a+p+1)"""(0+1)'+Lea(ca+df+1)"""(ef+1)"}

V n|R{(a+B+1)"(0+1)"+L(ca+df+1)"(ef+1)"]

Eliminando n/R] y dividiendo entre (§+1)", obtenemos la Ecuacion 6 (pagina 29) de la

seccion de resultados:

(e@+1)"

ala+p+1)""+ Lea (ca+dp+1)""
v_ (O+1)"
(a—l—,B—I—l)"-I—LM(ca-l—dﬂ-l—l)"
(0+1)"

Aun se puede simplificar la expresidn definiendo la constante alostérica aparente L’:

(1+e0)"
(1+6)"

L'=L

Para finalmente obtener:

L_a(a%—ﬁ—!—l)"_l-i—L’ca(coc+dﬁ+1)"—1

Vv (a+p+1)"+L' (ca+dp+1)
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