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En los JUltimos afios, el interés primordial del laboratorio de
cristalografia de proteinas en una de sus lineas de investigacion ha sido el
estudio de la Glucosamina 6-fosfatc desaminasa, obtenida de diversas
fuentes, como E. coli, Candida albicans y de humano. Esta enzima es un
buen modelo de estudio para enzimas reguladas alostéricamente, ya que
tiene un papel ceniral en el balance de la sintesis de aminoazicares, asi
como su utilizacion debido a sus propiedades alostéricas.

Hasta la fecha, se ha reportado en la literatura la estructura
cristalografica del conférmero en estado R y del conférmero en estado T.
La determinacion de la estructura de los confdrmeros, nos proporciond las
bases para entender un poco mas sobre su modo de accién y la naturaleza
de los cambios conformacionales que regulan su funcion.

El estado R tiene aita afinidad por el sustrato y activador mientras
que el estado T presenta baja 0 nula afinidad por el sustrato. En este
contexto, la transicion alostérica entre dichos estados (R y T) puede ser
explicada a través de cambios conformacionales entre los conférmeros,
pero el uso de datos de difraccion a alta resoluciéon (los cuales validan el
uso de factores de temperatura B) permite observar los componentes
vibracionales entre las formas R y T, principalmente en la tapa del sitio
activo (residuos 162-185).

A través del método de difusidn de vapor, obtuvimos cristales del
compiejo Glucosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli con su activador
alostérico (N-acetil glucosamina 6-fosfato) en cantidades traza. Mediante
difraccion de rayos X se resolvid la estructura cristalografica, y los datos
obtenidos nos mostraron e! sitio activo vacio y el sitio alostérico ocupado
por una molécula de activador.

La sobreposicion de los carbonos o de esta estructura con un
conformero R que tiene el sitio activo y el alostérico ocupados por
fructosa 6-fosfato, mostré6 un RMSD de 0.230 A considerando 215 atomos.
Este resultado nos indica que ambas estructuras tienen un RMSD menor al
error experimental (0.25 A) considerandose geométricamente iguales con
excepcion de los residuos 74-83, 109-117, 144-146, 160-185 y 264-266



fos cuales presentan una diferencia entre las posiciones de los carbonos o
equivalentes mayores a 0.5 A .

Se realizé la comparacion grafica de los factores de temperatura de
fres estructuras:

1.- conférmero T con los sitios activo y alostérico vacios,
2.- conférmero R con los sitios activo y alostérico ocupados y
3.- conformero R con el sitio activo vacio y el alostérico ocupado.

Esta comparacién nos mostré un comportamiento uniforme entre
ellas, excepto en los residuos 71-82, 110-113, 143-148, 161-184 y 251-
266, los cuales corresponden a las mismas zonas con mayor diferencia en
RMSD; estas diferencias estructurales son debidas a una mayor vibracion
atomica de estas regiones las cuales estan relacionadas a la tapa del sitio
activo (residuos 162-185), asas vecinas y el carboxilo terminal (251-
2686).

Las principales diferencias entre las estructuras del conférmero R
con el sitio activo y alostérico ocupados, y el conféormero R con el sitio
activo vacio y el alostérico ocupado estd en la distribucién de los factores
de temperatura, poniendo en evidencia que la ocupacién del sitio activo
produce una disminucién de los faciores de temperatura de la tapa del
sitio activo y asas vecinas. Por lo tanto, en nuestra estructura existe una
componente vibracional en la tapa del sitio activo que esta asociada a la
ocupacion del sitio activo por el activador.



ENZIMAS ALOSTERICAS

De acuerdo con la propuesta de Jacob y Monod (Monod & Jacob, 1961)
consideramos como un grupo separado a las enzimas cuya actividad
catalitica depende de la presencia de ligantes, los cuales a pesar de no
unirse a los sitios cataliticos controlan la actividad catalitica. Estas
enzimas se determinan alostéricas.

Numerosos estudios han demostrado que éstas enzimas tienen sitios
requladores especificos, localizados lejos de los sitios cataliticos, donde

se unen especificamente a los ligantes, modificando la actividad
catalitica.

La regulacién de la actividad de tales proteinas puede ser descrita
como un equilibrio de dos diferentes estados conformacionales. Primero,
un estado con baja o nula afinidad por el sustrato, el cual corresponde al
estado T y segundo, un estado R el cual tiene alta afinidad por e! sustrato.
Por lo que la transicion de un conférmero a otro, involucra cambios
conformacionales a nivel de estructura cuaternaria, los cuales promueven
modificaciones locales en la estructura terciaria de las unidades
monomericas, alierando las propiedades de union a ligando. (Horjales et
al., 1999).

Si los cambios en la transformaciéon alostérica estan dados por la
union de ligantes en el sitio activo se considerard como un efecto
homotrépico, mientras que si esto ocurre desde el sitio alostérico sera un
efecto heterotrdpico. Estos efectos son lHamados positivos o negafivos
dependiendo si el modulador incrementa o decrece la afinidad de unién del
ligando funcional de la proteina (Segel I. H., 1993).

Las propiedades cinéticas de las enzimas alostéricas no pueden
explicarse con el modelo de Michaelis-Menten.

Considerando que la unién de una molécula de sustraio induce
cambios estructurales o electrénicos que resultan en afinidades alteradas
para los sitios vacios del oligbmero, la curva de velocidad no sigue la
cinética de Michaelis-Menten y de esta forma la enzima sera considerada



como alostérica; generaimente las enzimas alostéricas presentan curvas

de velocidad sigmoidales (Figura 1) y no hiperbdlicas como las de
Michaelis- Menten (Segel I. H., 1993).

Figura 1.-Curvas de velocidad de dos enzimas diferentes que
coincidencialmente tienen la misma velocidad a una [S]= 9, a)
curva hiperbdlica y b) curva sigmoidal, (Segel 1. H., 1993).

En términos generales se han descrito dos modelos para las enzimas
alostéricas, el modelo de interaccion secuencial (Koshland ef al., 1966) y
el modelo de simetria concertado (Monod et al., 1965).

El primer modelo nos dice que la unidn del ligante induce un cambio
conformacional en una subunidad; las interacciones cooperativas surgen a
través de la influencia que éstos cambios conformacionales tienen en las
subunidades vecinas (Voet, D. & Voet, J., 1995) (Figura 2).



Figura 2.- El modelo secuencial nos muestra que ia unién a sustrato de
estado T (baja afinidad), induce cambios conformacionales en
subunidades no ligadas, este cambio les da afinidades de unién
a ligando entre estados de baja y alta afinidad (estado R).

El modelo de simetria concertado asume que la enzima preexiste
como una mezcla en equilibrio de oligomeros de alta afinidad y de baja
actividad (Figura 3). Los ligandos, incluyendo el sustrato mismo act(Ga
despiazando el equilibrio en favor de un estado o de otro. Durante la
transicién, la conformaciéon de todas las subunidades de un oligdmero
cambian al mismo tiempo y el oligdmero conserva su simetria (Segei I. H,,
1993).

DETERMINACION DE ESTRUCTURA DE PROTEINAS.

Existen varias técnicas para determinar estructura tridimensional
de proteinas, dentro de las cuales podemos mencionar diferentes tipos
como la difraccion de electrones, difraccién de neutrones y difraccién en
cristales bidimensionales. Pero las mas importantes han sido la
resonancia magnética nuclear (RMN) y la cristalografia de rayos-X.
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Figura 3.- Modelo de simetria en donde se observa el efecto
heterotropico producido cuando sustratos y activadores,
se wunen al estado R e inhibidores se unen
preferentemente al estado T.

RMN

La resonancia magnética nuclear nos proporciona informacion de las
distancias entre los atomos en una molécula, para que de ésta forma se
derive el modelo tridimensional de la proteina. Esta técnica se lleva a
cabo detectando nicleos atOomicos que poseen momentos magnéticos
intrinsecos diferentes de cero, ain en estados no excitados (spin= 1/2).
Las moléculas de proteina son colocadas en un campo magnético fuerte
para que, de esta forma, el momento magnético de los atomos sea alineado
con el campo magnético. Este alineamiento puede ser cambiado a un estado
excitado aplicando pulsos de radio frecuencia y cuando los niicleos de la
proteina vuelven a su estado de equilibrio, emiten radiacion que puede ser
medida. Esta radiacién es diferente para cada atomo, a menos que sean



quimicamente equivaientes y tengan el mismo ambienie moiecular
(Branden & Tooze, 1991).

Esta técnica es mas utilizada para la determinacion de estructura de
moléculas pequefias. Aungue su participacidn en el campo de las proteinas
ha ido en aumento, presenta algunas desventajas con respecio a la
cristalografia, dentro de las cuales podemos mencionar:

* Se obtienen una baja cantidad de datos.

* No cuenta con métcdos de validacién que nos indiguen [a calidad del
resultado del proceso realizado para obtener el modelo.

* No es aplicable a proteinas cuyo peso molecular es mayor de 60,000.

CRISTALOGRAFIA DE RAYOS-X

Esta técnica requiere de un cristal bien ordenado, es decir, un
arreglo repetitivo y regular de muchas moléculas idénticas que al dirigir
un haz de rayos X sobre el mismo, se obtenga un patron de difraccion del
cual, la estructura de una molécula individual puede ser recuperada.

La cristalografia se basa en que un haz de rayos-X es dirigido hacia
el cristal para que posteriormenie se produzcan los rayos difractados. El
haz incidente causa dafios tanto a la proteina como al solvente,
produciéndose radicales libres que a su vez perjudican a otras moléculas
en el cristal (Branden, & Tooze 1991). Se genera mas caior, si la
difraccion se realiza en un sincrotrébn por 10 que se recomienda enfriar el
cristal para alargar su vida media, impidiendo la destruccidon por
calentamiento, asi como también retardando la reaccién de radicales
libres con la proteina.

Un sincrotron esta constituido por un acelerador lineal, un anillo
inyector, un aniilo-almacén y el haz. El acelerador lineal es responsable de
generar electrones que son acelerados por campos eléciricos. Debido a
razones de costo y simplicidad la mayoria de los sincrotrones almacenan
electrones, algunos otros usan positrones. Una vez en el anillo de
almacenaje, las particulas son conducidas por una ruta circular usando
campos magnéticos generados por bobinas eléctricas 0 magnetos. De hecho



el anillo de almacén pareciera ser un poligono, las esquinas de éste son los
magnetos que determinan la ruta del haz mientras en las orillas pueden
ser insertados instrumentos especializados. (Mitchell et al., 1999).

Los electrones en un sincrotrén son acelerados a una pequefia
velocidad por el efecto de un campo eléctrico, debido a la diferencia de
potencial entre el catodo v el anodo unos pocos centimetros en frente de
éste. Después de esta primera aceleracion los electrones entran a una gran
tuberia de cobre la cual constituye el acelerador mismo. Esta tuberia del
acelerador es bombeada para producir un buen vacio para.asegurar que no
hay nada dentro de ella que desvie el viaje de los electrones en el
acelerador. Esta tuberia contiene discos de 3.6 cm con un pequefio agujero
en el centro con un didmetro de 2 cm, el haz viaja a través del agujero. E!
disco produce en la tuberia una especie de caja de resonancia. Al final del
acelerador hay magnetos grandes para producir un campo magnético
perpendicular a la direccidn del haz. Un electrén moviéndose en un campo
eléctrico esta sujeto a una fuerza que es perpendicular a su movimiento y
por lo fanto podra ser desviado.

Este es el principio esencial de {a fuente de radiacidn sincrofrén, los
cuales son capaces de producir haces de rayos X algunos cientos de veces
mas intensos que un generador de &anodo rotatoric y con diferentes
longitudes de onda. Debido a que esta fuente de radiacion es mucho mas
intensa, se ha podido disminuir enormemente los tiempos de coleccion de
datos. El uso de longitudes de onda mas cortas prolonga el tiempo de vida
del cristal a temperatura ambiente.

Una vez que ya se llevd a cabo la medicién, las reflexiones son
grabadas en un detector elecirénico, que posteriormente las procesa
directamente en forma digitalizada en una computadora. Existen también
detectores de area que usan un film electrénico (Branden, 1991).

Para determinar la estructura de una proteina cuando no se conoce
una estructura similar, es necesario comparar un grupo de datos de
difraccién de cristales nativos de proteina con otro que contenga metales
pesados. Este método de reemplazo isomorfo ha sido muy importante para
el analisis de cristales de proteina y consiste en la introduccién de un
numero limitado de atomos pesados por macromolécuia, que reemplazan
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atomos endogenos sin alterar significativamente la red cristalina. Al
adicionar electrones en algunos puntos de la molécula causa cambios en
las intensidades de los punios de difraccion producidos por 10s rayos X.
Tales cambios son utiles para calcular las fases las cuales nos permitiran
resolver la estructura (Duncan E. M., 1993).

Si existe la estruciura fridimensional reportada en ia literatura, de
una protefna relacionada a la proteina de estudio, se puede usar la técnica
de reemplazo molecular. Con ésta podemos oObtener fases aproximadas de
la estructura desconocida a partir de las fases de la estructura conocida.

El concepto original del método de reemplazo molecular consté de
{fres procesos:

1) La determinacién de la orientacién relativa (“rotacién”) de estructuras
idénticas en el mismo o en diferentes cristales.

2) Uso de la informacidon obtenida en la rotacion para determinar la
posicion de los operadores locales no cristalograficos relativos a los
elementos simétricos cristalograficos (“translacion”).

3) Determinacion de la fase usando operadores no cristalograficos
derivados de la rotacion y de la traslacion (Rossman M. G., 1989).

Pero anfes de pensar en como resolver una estructura, es necesario
tener la pieza principal dentro de lo que podemos llamar un gran
rompecabezas, “un cristal” el cual debe estar perfectamenie bien
ordenado internamente. Lo cual implica varios pasos para llegar a
obtenerio.

CRISTALIZACION

Existen varios métodos para cristalizar proteinas mediante fos
cuales, a partir de una solucién conteniendo la macromolécula se liega a
un estado de supersaturacion, para formar cristales (Ducruix & Giegé R.,
1992).
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La caracteristica principal de un cristal para llevar a cabo un
experimento de difraccidn, es su esfructura interna tridimensional
periddica y ordenada. La cristalizacion de moléculas que se encuentran en
solucidon es un proceso de equilibrio reversible en donde los parametros
cinéticos y termodinamicos dependen de las propiedades fisicoguimicas de
los solventes y solutos que estan involucrados en el fenomeno (McPherson
A. 1982).

Bajo ciertas condiciones (todas ellas de supersaturacion) el sistema
es ilevado hacia un estado de equilibric en el cual el soluto es dividido
entre una fase sélida y otra soluble. Con esto, las moléculas individuaies
pierden libertad traslacional y rotacional por lo tanto perdiendo entropia
el -sistema, reduciendo ia energia potencial y llevandose a cabo el proceso
de ordenamiento (Segel I. H., 1993).

Muchas macromoléculas biologicas existen predominantemente en
sistemas acuosos, un minimo de energia estd presente cuando se
encuentran completamente solvatadas. Cuando se encueniran en sistemas
con soluciones saturadas donde el agua es insuficiente para mantenerlas
hidratadas, las molécuias tienden a agregarse como un precipitado amorfo
o posiblemente puedan llegar a cristalizar (McPherson, 1982). Un
precipitado amorfo tiene una energia minima local y frecueniemenie se
forma cuando ia agregacion se da demasiado rapido. Sin embargo, si el
estado cristalino tiene una energia auin menor y la barrera de energia es
pequeha, con un tiempo suficiente, los cristales pueden crecer a partir del
material amorfo.

Las técnicas mas utilizadas para el proceso de cristalizacién son el
equilibrio en fase de vapor y la didlisis. El método utilizado para éste
trabajo fue el de difusion de vapor, el cual puede ser por: gota colgante o
pendiente, gota apoyada o por gota sandwich. El principio general se basa
en que la gota es equilibrada contra una soiucién-reserva que contiene una
solucion de agente cristalizante a mas alta concentracién que la gota. E!
equilibrio procede por difusion de las especies volatiles {agua o solventes
organicos) hasta que la presidn de vapor en la gota de la protefna es igual
a la de! reservorio o depdésito, obligando asi a la proteina a cristalizar
(Ducruix and Giegé, 1992).
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Los parametros y agentes precipitantes mas comunmente utilizados,
gue influyen en el proceso de cristalizacion son:

pH
El valor del pH repercute directamente en la solubilidad, ta cual
tiene su minimo alrededor del punto isoeléctrico de la proteina.

CONCENTRACION DE SAL

La fuerza idnica puede tener efectos contrarios en la solubilidad de
la proteina, es decir, 1a solubilidad decrece exponenciaimente con el
incremento de la fuerza ionica, fendmeno conocido como salting out, pero
fambién tiene un minimo a baja fuerza idnica (efecto saiting in).

DISOLVENTES ORGANICOS

Disolventes tales como acetona y etanol disminuyen la solubilidad al
reducir [a constante dieléctrica del medio. Su adicién a una solucion de
proteina acuosa incrementa las fuerzas de atraccion entre cargas opuestas
promoviendo la agregacion y precipitacién.

POLIETILEN GLICOL

Estos son agentes precipitantes con pesos moleculares que van de
200 hasta 20 000 o mas. Algunas de ias ventajas que tienen es que no son
téxicos, no son inflamables y no desnaturalizan las proteinas como sucede
con los disolventes orgénicos (Giacovazzo, C., 1994). Estos agentes

precipitantes compiten con la proteina por el agua disminuyendo asi la
solubilidad de la proteina.

Algunos otros factores pueden intervenir en la cristalizacion:
concentracién de proteina, temperatura, presencia de cationes y la pureza

de la proteina, siendo éste ultimo fundamental para el proceso de
cristalizacion.

Una vez que los ensayos de cristalizacion son realizados, es posibie
encontrar durante el monitoreo: precipitado el cual es un material
amorfo que no presenta polarizacién de la luz, las fibras que son
formaciones alargadas que presentan orden en una sola dimension y logran
polarizar la {uz, {os cuasicristales que son formaciones
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tridimensionaies soélidas formadas por arreglos de una gran cantidad de
cristales que polarizan la [uz en forma caracteristica, los
microcristales que son cristales muy pequenos de dimensiones menores
a 0.001 mm3 y que presentan polarizacién uniforme de la luz en todo su
volumen vy por dltimo cristales que son formaciones sdlidas
geométricamente regulares de dimensiones mayores a 0.001 mm3 y que
presentan polarizacion uniforme de la luz en todo su volumen (Ducruix &
Giegé R. 1992).

- Las macromoléculas deben de estar conformacionalmente puras, es
decir, no deben existir varios arreglos tridimensionales de atomos no
superponibles que pudieran interconvertirse sin romper enlaces covatentes
(Creighton, T. E., 1993). De esta manera tendriamos mas probabilidades que
al cristalizar se obtengan cristales que proporcionen buenos patrones a
alta difraccién.
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CARACTERISTICAS

Los aminoazucares D-glucosamina (GIcN) y N-acetil-D-glucosamina
(GlcNac) son componentes primarios de la pared celular y de la membrana
externa en bacterias como es el caso de £. cofi. Cuando los aminoazucares
estan ausentes en el medio ambiente, la bacteria debe sintetizar D-
glucosamina 6-fosfato (GICN6P) a partir de D-fructosa 6-fosfato (FrubP) y
L-glutamina usando la enzima glucosamina sintasa codificada por el gen
gims. Las enzimas necesarias para la toma y degradacion de
aminoazucares estan ccdificadas por 10 genes del operon.nagfk y nagBACD
(Rogers ef al, 1988; Plumbridge, 1989, Vogler & Lengeler, 1989).

Las enzimas involucradas en estos procesos anabdlicos y catabdlicos
necesitan ser reguladas y esta regulacidon se lleva a cabo en dos formas:
primero, a nivel de induccidn transcripcional de ios genes degradativos
durante el crecimiento en presencia de aminoazucares (White, 1968;
Plumbridge, 1990) y represion del gen biosintético (Plumbridge et al,
1993) y; segundo a nivel de actividad de las enzimas degradativas. La
enzima importante para que se lleve a cabo esa regulacion es la
glucosamina 6-fosfato desaminasa, codificada por el gen nagB; la cual
lleva a cabo la isomerizacidn y desaminacién reversible de GICNBP a
Fructosa 6-fosfato (Fru6-P)} y amonio (Calcagno ef al, 1984), una reaccion

funcionalmente opuesta al paso metabdlico catalizado por la glucosamina
sintasa.

ta glucosamina 6-fosfaio desaminasa estd sujeta a activacién
ajostérica por N-acetil-D-glucosamina 6-fosfato (GicNac6P), el cual juega
un papel importanie en el metabolismo de aminoazucares. Este activador
es el producto del transporte del GicNAc dentro de la bacteria vy el
sustrato de la primera enzima del catabolismo del GlcNAc, la GicNAc6P
desacetilasa, codificada por el gen A. GicNac6P desempefia dos funciones
reguladoras: una como activador alostérico de la desaminasa y otra como
efector del represor del operon codificado en nagC, (Plumbridge, 1991).

La respuesta alostérica de GICN6P desaminasa al GICNAcC6P

intracelular, produce un aumento en la actividad enzimatica por efecto del
aumento de afinidad por su sustrato GICN6P, llamandosele efecto K.
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La GIcN6P desaminasa esta clasificada dentro de las enzimas aldo-
cetosas isomerasas (Hodge J. E., 1955). Estas reacciones bioguimicas
involucran un desplazamiento intramolecular de un atomo de hidrégeno asi
como cambia la localizaciébn de un doble enlace. En estos procesos, un
proton es removido de un atomo de carbono y adicionado en otro {Voet &
Voet, 1995).

La enzima es activa en forma de un hexamero, con un tamafio o masa
molecular cercano a 178 KDa, compuesto de 6 subunidades idénticas de
29.7 KDa cada una y constituida de 266 residuocs. El hexamero tiene un
punto isoeléctrico en 6.0-6.1 (Calcagno et al., 1984). Contiene 6 sitios
alostéricos localizados en las hendiduras entre las subunidades, las cuales
estan arregladas como un dimero de firimeros. Los 6 sitios activos
aparecen como hendiduras en cada subunidad (Oliva ef al, 1995).

De acuerdo con lo reportado, esia enzima es un sistema K puro (Comb
& Rossman,1958; Calcagno et al.,, 1984), en donde el activador cambia la
afinidad de la enzima por el sustrato pero sin afectar la Vmax de ila
reaccidn. Para modificar la afinidad de la enzima por su sustrato es
suficiente [a presencia del efector, pero también puede ocurrir en sentido
opuesto, es decir, que el sustrato modifique la afinidad por el efector
(Monod, J., 1965). En los sistemas K puros, todo esto sucede, pero sin
modificar las propiedades cataliticas al cambiar del estado R a T
manieniéndose ia Kcat igual.

PURIFICACION DE LA ENZIMA

En 1984 fue reportado por Calcagno et al., la purificacion asi como la
caracterizacién molecular de la Glucosamina 6-fosfato desaminasa, pero
en 1991 éste método se modificd durante la determinacién de la
estructura secundaria por secuencia de aminoacidos y espectroscopia de
dicroismo circular.

La enzima fue obtenida de una cepa de E. coli K12, crecida en medio
de Luria conieniendo ampicilina {100 pg/ml) en un fermentador de 14 L y
colectadas durante su fase de crecimiento exponencial. E! exiracto
después de la centrifugacion de las células sonicadas, fue fraccionado con
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sulfato de amonio (40-55% de saturacién) a pH 7.9, a una temperatura de
4°C. El precipitado fue disuelto en amortiguador de fosfato de potasio 0.2
M pH 7.5, obteniéndose una concentracion final de proteina de 5-20 mg/mi.
La solucidn fue directamente aplicada a una columna con una matriz de
afinidad de N-£-amino-n-caproil-D-glucosamina-6-fosfato agarosa (1 mi
de gel por cada 10 mg de proteina pura esperada). La columna fue lavada
con el mismo amortiguador y la proteina fue eluida con 6 volimenes de un
gradiente de concentracion lineal de 0 a 5§ mM de GIcNACGP preparada en la
misma solucion fosfato.

La enzima eluye como un pico de actividad y de proteina unico y
electroforéticamente homogénea. La solucién de desaminasa fue
precipitada en sulfato de amonio (55% de saturacion) y conservada a 4°C
hasta la realizacion de los ensayos de cristalizacion.

ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL

Con respecto a la estructura cristalografica de GicN6P desaminasa
de E. coli en su conférmero R (Oliva et al., 1995) se resolvieron tres
diferentes complejos:

Uno de elios estd formado por la profeina unida a dos fosfatos
inorganicos por mondémero los cuales permanecian unidos a los sitios
activo y alostérico. ‘

Los otros dos fueron los complejos enzima con su activador
alostérico (GlcNac6P) y enzima con el inhibidor competitivo. En el
complejo enzima-activador se encontrd en el sitio alostérico activador vy
fosfato inorgénico en el sitio activo mientras que en el complejo enzima-
inhibidor se identificé fosfato inorganico en ei sitio alostérico y el
inhibidor en el sitio activo.

Recientemente, se reportdé en la literatura la estructura
cristalografica de GICN6P desaminasa de E. coli en su conférmero T

(Horjales et al., 1999) encontrdndose tanto el sitio activo como el
alostérico vacios.
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Activador inhibidor

Figura 4.- Compuestos utilizados como activador alostérico (N-acetil
glucosamina 6-fosfato) y el inhibidor competitivo (2-deoxi-2
amino D-glucitol 6-fosfato).

En 1995 Oliva et al, reportaron que el mondmero de la GICNGP
desaminasa es una estructura tipica o/R abierta formada por 7 hebras &
paralelas que constituyen una hoja B central rodeada de 8 hélices oy una
hélice de doble vuelta 319 (Figura 5). Una segunda hoja § antiparalela de 3

hebras aparece como continuacion de la hebra B C por su C-terminal; las
hélices fueron numeradas de 1-8 y las hebras de A-G.

En general la topologia del mondmero de esta enzima se parece a un
dominio de unidon a NAD (Nicotinamida adenin dinuctedtido) modificado que
presenta tres segmentos adicionales: el N-terminal hasta at residuo 35, el
C-terminal (residuos 243-266) y de los aminoacidos 141-188 (ver figura
5). Un dominio de unién a NAD es una hoja R abierta de.-6 hebras paralelas
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conformacion y estd formada por dos partes iguales formadas por dos
motivos estructurales B-o-B cada uno. A cada una de las partes iguales se
les denomina motive de unidn a mononucledtido, debido a que cada mitad
une a uno de los nucléotidos del NAD; también se les conoce como
plegamiento de tipo Rossmann, (Rossmann et al., 1974).

Dentro de las modificaciones que presenta esta enzima, el N-
terminal participa en fa formacién de! sitio alostérico del hexamero, el
segundo segmenio formado de los residuos 141-188 contiene una asa
involucrada en e! mecanismo catalitico y también un motivo formado por
la hebra B’, hélice 5 y la hebra C’. Las hebras B’ y C’ forman partie de la
hoja 3 antiparalela. Los residuos 158 y 160 en {a hebra B’ son parte del
sitio alostérico de la enzima, mientras en la hélice 5 la Arg 172 es uno de
los residuos de unidén a susirato. El dltimo segmento, el C-terminal,
contiene 2 estructuras adicionales: la asa 243-250 involucrada en
contactos entre subunidades y la hélice 8. Cada mononuciedtido del NAD
esta formado por una ribosa, un fosfato y una base nitrogenada. Por otro
lado el plegamiento de la GicN6P desaminasa es diferente porque solo liga
un azucar fostatado.

Dos iones fosfato por monémero fueron identificados en el primer
complejo de {a primera estructura resuelta, uno de ellos estd unido por un
puente salino a Lys208 y Arg172 y también conectado por puentes de
hidrogeno al asa formada por los residuos 40-44; el segundo fosfato esta
unido por un puente de hidrogeno al nitrogeno de la cadena principal del
residuo 152 y al Oyde la Ser 151, pero a su vez también se encuentra unido
en la interface enire dos mondmeros y esta unido a través de puentes

salinos a la Argi158, Lys 160 y al grupo amino N-terminal del mondémero
vecino.

Como se mencioné anteriormente el hexamero estd arreglado como
un dimero de trimeros con un eje cristalografico de orden 3 y tres ejes de
orden 2 perpendiculares al eje de orden 3, obteniéndose como resultado
una simetria interna 32 como puede observarse en la figura 6.
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Figura 6.- Hexamero de Glucosamina 6 fosfato desaminasa de E. coli visto
desde el eje de orden 3.

Con respecto al complejo de la enzima con los fosfatos inorganicos,
éstos fueron encontrados tanto en el sitic activo como en el alostérico. En
cuanto a la enzima con el inhibidor, la estructura muestra el inhibidor
cuyo fosfato se encontré en uno de los sitios de unién a fosfato en el sitio
activo ast como también presentd un i6n fosfato en el sitio alostérico. El
inhibidor aparece en una conformacién extendida con el atomo de oxigeno
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ligado al C5 dirigiéndose hacia al Ne2 de la His143, ésta dGltima se
encuentra en contacto cercano con el Asp141 y el Glu 148, los cuales son

residuos importantes para la apertura del anillo en el mecanismo
catalitico.

De acuerdo con ios datos estructurales, esta enzima posee un motivo
hélice-asa entre los residuos 162 y 185 que se conoce como tapa del sitio
activo, iniciando en el sitio alostérico. Este motivo tiene una
participacidon relevante en la transformacion alostérica, ya que nos
permite explicar si los cambios en el sitio alostérico repercuten a través
de la tapa del sitio activo.

En la literatura se encuentra reportado el conférmero R el cual
presenta el sitio activo y el sitio alostérico ocupados (Oliva et al., 1995)
asi como la estructura del conférmero T, cuya estructura nos muestra fos
sitios activo y alostérico vacios (Horjales et al., 1999).

Uno de nuestros objetivos es encontrar las condiciones de
cristalizaciéon del complejo enzima-activador variando la concentracion
alrededor de su Km (2.2 mM = 0.4 mM), todo esio con el fin de encontrar
mediante cristalografia de rayos X, alguno de los sitios desocupados para
tener una base estructural que nos indique si existe algun cambio de
movilidad en la tapa, provocado por la unién del activador.

MECANISMO CATALITICO PROPUESTO A TRAVES DE UN MODELO
CRISTALOGRAFICO

Este planieamiento proviene del modelo cristalografico de un
complejo enzima-inhibidor (Oliva ef al, 1995). A partir de éste se propuso
un modelo con el sustrato cerrado. La His 143 se encuenira en una posicién
cercana al Aspid4l y al Glu148 que se encuentran en contacto con su
nitfrégeno &1, siendo relevante dentro de la catdlisis en el paso de apertura
del anillo. Una vez que el anillo del sustraio es abierto, el Asp72 cataliza
la enolizacion del amino azucar removiendo el hidrégeno de! carbono 2 del
sustrato a través de un intermediario cis-enol amonio. Posteriormente el
protén abstraido es adicionado al oxigeno 1 para formar el enol-amonio.
Existen dos posibles vias, la primera podria ser que el protdn de! grupo

23



amonio es transferido al carboxilato del Asp72, formandose asi la cis-
enol-amina que posteriormente abstrae el protén del Asp72 hacia la
posicién del carbono 1 del intermediario el cual se rearregia para formar
fructosimina 6-fosfato, formandose un intermediario carbinol amonio al
reaccionar con el agua. En la segunda opcién interviene una molécula de
agua que ataca al enlace 1t del carbono 1- carbono 2 del cis-enol amonio.
El paso final consiste en que el intermediario formado es descompuesto en
fructosa 6-fosfato y amonio; en este Gitimo paso un protén es transferido
al carboxilato del Asp72 (paso Vi a VII).
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Figura 7.- Mecanismo catalitico para GicN6P desaminasa. El mecanismo
procede de acuerdo con los siguientes pasos. 1- El anillo del
sustrato es abierto cataliticamente. 2- El sustrato esta unido
a su grupo amonio (intermediario ll). La enzima unida a GIcNGP
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{intermediario Ill). 3-Formandose un intermediario cis-enol-
amonio. El protén del Asp72 es cedido al oxigeno del Cft
(intermediario V). 4- Una molécula de agua reacciona en una
de las dos vias descritas en el texto para formar el
intermediario V. 5- El intermediario anterior pierde el proton
del hidroxiilo en ei C2, el cual es recuperado por el Asp72
(intermediario VI). En una forma concertada, el grupo amonio
es perdido como amoniaco (intermediario V). Oliva et al
proponen que el Asp72 dona este protdn para generar el amonio
(intermediario  VIII).

Por otro lado, toda esta informaciéon nos resulta de gran utilidad
debido a que nos ayudara a encontrar las condiciones de cristalizacién de
la enzima Glucosamina 6-fosfato desaminasa con su activador alostérico,
pero de tal forma que podamos mostrar mediante difraccion de rayos X, al
menos un sitio ya sea el activo o el alostérico vacio. Una vez que lo
logremos, se realizarda una comparacion de las conformaciones y de los
factores de temperatura de varias estructuras resueltas en el laboratorio,
los cuales nos lleven a elucidar si existe una componente vibracional
involucrada en la transformacion alostérica.
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OBJETIVO GENERAL.:

Determinar si existen diferencias en la movilidad atomica entre los
diferentes confédrmeros alostéricos de fa Glucosamina 6-fosfato
desaminasa de E. coli.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Cristalizar Glucosamina 6-fostaio desaminasa de E. colfi con su
activador aiostérico en concentraciones cercanas a su Km.

2.- Resolver la estructura tridimensional del complejo Glucosamina 6

fosfato desaminasa con su activador alosiérico N-acetil-glucosamina 6
fosfato.

3.- Analizar estructuralimente si existen cambios conformacionales o de
movilidad que se encuentren ligados a una posible componente vibracional.
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La enzima glucosamina 6-fosfalo desaminasa de E.coli nos fue
proporcionada por & Dr. Mario Calcagno de la Facultad de Medicina-UNAM.
Esta se obtiene de una cepa de £.cofi, 1a cual es posteriormente purificada
(ver antecedentes).

CRISTALIZACION

La enzima GlcN6P-desaminasa completamente purificada se nos
proporciond precipitada en sulfato de amonio y para su cristalizacién fue
sometida a una dialisis durante toda la noche con amortiguador Hepes 10
mM + EDTA 1 mM pH 7. Esta didlisis se llevo a cabo en una microcelda la
cual, es una camara cilindrica de acrilico pequena de 200 pi que se
encuenira abierta en uno de sus exitremos por donde es colocada la
proteina. El exiremo abierfo se cubrié con una membrana de didlisis cuyos
poros permiten el paso de proteinas de peso moiecular enire 10 000 a 12
000, misma que se sujetd con un anillo de plastico flexible con un
diametro un poco menor que la microcelda; tanto ia membrana como {a
microcelda fueron equilibradas con el amortiguador de dialisis durante 15
minutos. Posteriormente se le colocé un flotador y se sumergié dentro de
un vaso de precipitado con el amortiguador, la dialisis se hizo a 4 °C con
agitacién constante realizdndose 4 cambios de 40 ml siendo los 3
primeros cada 3 horas y el ¢itimo toda la noche.

Una vez conciuida la dialisis se determingd
espectrofotométricamente la cantidad de proteina (Ez7s = 20 X 104 M-icm-
1), para iniciar con el proceso de cristalizacion.

Los ensayos de cristalizacion se realizaron por medio de la técnica
de gota colgante, la cual consisti6 en colocar una gota (de tamafio
variable) con {a proteina pura acompafada con ia misma cantidad en
volumen de la solucion del pozo formada por amortiguador, agente
precipitante y aditivos. Estos ensayos se realizaron en cajas Limbro de 24
pozos {mismas que se utilizan para cultivo de tejidos).

Con el fin de encontrar un cristal el cual presentara el sitio activo o
el sitio alostérico libre de activador, realizamos varios experimentos en
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los cuales variamos algunos parametros de cristalizacion que nos

ayudaran a conseguir ese cristal, tales como pH, temperatura,
concentracion de ligante, etc.

ENSAYO 1
Efecto de agente cristalizante y concentraciones.

La conceniracién aicanzada después de la didlisis (la cual se realizd
con Tris-HCt 10 mM pH 8) fue de 11.3 mg/ml, siendo las gotas de un
volumen de 8 ul (5 ul de proteina + 3 pl de la soluciéon del pozo). Se ie
colocd activador a la sotucion de proteina, obieniéndose una concentracion
final de 5 mM. Las condiciones de cristalizacidn probadas fueron:

et

" — = — |
Tartrato de Sodio y|Tartrato de Sodio y

Potasic 0.65 M en{Potasio 0.75 M en
Hepes 200mM pH 7 Hepes 200mM pH 7 “

Citrato de Sodio 0.7 M Citrato de Sodio 0.8 M
en Hepes 200 MM pH 7 lenHepes200 mMpH 7 |---v-ommcmmanamann.

Citrato de Sodio 0.5 M| Citrato de Sodio 0.6 M| Citrato de Sodio 0.55 M|
en Tris-HCI 200 mM pH | en Tris-HCi 200 mM plen Tris-HC! 200 mM pH|

8 8 8

Esta caja con las gotas armadas fue incubada a una temperatura de

--------------------

— _:;I

4°C.
ENSAYO 2

Efecto de concentracion de acetato de sodio a diferentes pHs en ausencia
de activador.

La concentracion de proteina utilizada fue de 10 mg/ml, ésta vez la
didlisis se llevdé a cabo con Hepes 10 mM + EDTA 1 mM y tanio las gotas
como la solucidon de! pozo no se le adiciond ningin tipo de ligante; el
tamafio de la gota fue de 6 pl (3 pli de proteina + 3 ul de la solucidn del
pozo) mientras que el pozo contenia 1 ml. La temperatura de incubacién de
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las gotas fue de 18°C y las condiciones utilizadas fueron las siguientes:

|
[Acetato de | Acetato de [Acetato del|Acetato de
’I 6.3 Na 2.1 M en|Na 2.3 Men |Na 2.5 M en|{Na 2.6 M en
Hepes100mM | Hepes100mM | Hepes100mM | Hepes100mM
Acetato de|Acetato de |Acetato de!Acetato de
7.0 Na 2.1 MeniNa 2.3 Men!Na 2.5 Men{Na 2.6 M en
Hepes100mM | Hepes100mM | Hepes100mM | Hepes100mM
FLt
Acetato de!Acetato de |Acetato de|Acetato de
8.0 Na 2.1t Men{Na 2.3 Men({Na 2.5 Men|Na 2.6 M en
Hepes100mM | Hepes100mM | Hepes100mM | Hepes100mM
ENSAYQO 3

Cristalizacion en presencia de activador con tarirato de sodio y potasio.

Se realizd la didlisis con Hepes 10 mM + EDTA 1 mM pH 7 con 3
cambios de 30 mi obteniéndose una concentracién de proteina de 18
mg/ml. El tamano de la gota fue de 10 ul (5 wl + 5 W) v el pozo fue de 1
mi. El activador fue colocado en ia gota y en el pozo; se armaron 4 gotas de
cada una de las condiciones diferentes.

Tartrato de Sodio y Potasio 0.75 M
en Hepes 200 mM pH 7, activador -
100 uM

Tartrato de Sodio y Potasio 0.75 M
en Hepes 200 mM pH 7, activador -
500 uM

Tartrato de Sodio y Potasio 0.75 M
en Hepes 200 mM pH 7, activador -

1 mM.

La temperatura de incubacion de éstas gotas fue de 18°C.
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ENSAYO 4
Efecto de concentracion de activador.

La proteina se dializé con Hepes 10 mM + EDTA 1 mM pH 7
obteniéndose una concentracion de 25.57 mg/mi, se armaron gotas de 8 i
(4 ul de la solucidn de proteina + 4 ul de la solucién del pozo) y el tamario
del pozo fue de 1 ml, se colocd activador en el pozo v en la gota a
diferentes concentraciones por cuadruplicado como lo podemos ver en la
tabla siguiente:

Tartrato de Sodio y Potasio 0.75 M
en Hepes 200 mM pH 7, activador -
50 uM.

Tartrato de Sodio y Potasio 0.75 M
en Hepes 200 mM pH 7, activador -
10 pM.

Tartrato de Sodio y Potasio 0.75 M
en Hepes 200 mM pH 7, activador -
1 pM.
Tartrato de Sodio y Potasio 0.75 M
en Hepes 200 mM pH 7, activador -
0.1 pM.
Tartrato de Sodio y Potasio 0.75 M
en Hepes 200 mM pH 7, activador -
0.02 pM.
La temperatura a la que fueron incubados fue de 18°C.

ENSAYO 5
Concentraciones variables de activador en presencia de acetato de sodio.

La dialisis se llevd a cabo con Hepes 10 mM + EDTA 1 mM pH 7, la
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concentracion resultante fue de 18.78 mg/ml y las gofas fueron de un
volumen de 6 pt (3 pl de la solucién de proteina + 3 pl de la solucion del
pozo) mientras que el volumen del pozo fue de 1 mi. El activador fue
colocado a muy bajas concentraciones tanto en el pozo como en la gota, los
cristales fueron incubados a 18°C, cada una de fas condiciones probadas
fueron triplicadas:

Acetato de sodio 2.6 M Acetato de sodio 2.6 M
en Hepes 200 mM pH 7.0, en Hepes 200 mM pH 7.0,
activador 200 uM activador 50 uM
| Acetato de sodio 2.6 M Acetato de sodio 2.6 M
en Hepes 200 mM pH 7.0, en Hepes 200 mM pH 7.0,
activador 5 pM activador 0.5 uM
r Acetato de sodio 2.6 M
en Hepes 200 mM pH 7.0,
activador 0.0 uM

e ——————————— =

ENSAYO 6

Varias concentraciones de activador en presencia de acetato de sodio a pH
7.5.

Con ias mismas condiciones utilizadas en el experimento anterior,
se realizdé un ensayo muy parecido, pero variando el pH de 7.0 a 7.5.

Acetato de sodio 2.6 M Acetato de sodio 2.6 M

l en Hepes 200 mM pH 7.5, en Hepes 200 mM pH 7.5,
x activador 200 pM activador 50 pM
Acetato de sodio 2.6 M Acetato de sodio 2.6 M
l en Hepes 200 mM pH 7.5, en Hepes 200 mM pH 7.5,
activador 5 uM activador 0.5 uM

[ Acetato de sodio 2.6 M
en Hepes 200 mM pH 7.5,
activador 0.0 uM
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Uno de los principales objetivos de esta tesis fue la obtencidn de un
cristal det complejo Glucosamina 6-fosfato desaminasa de E. cofi a bajas
concentraciones de activador, involucrando procesos a distintas
condiciones en los cuales variamos pH, temperatura, concentracién de
activador, eftc.

Para fines puramente metddicos el trabajo fue dividido en tres
secciones consistentes en:

Parte |.- Cristalizacion.
Parte 1l.- Resolucion de estructuras.
Parte lll.- Sobreposicion de estructuras.

Parte IV.- Comparacion grafica de los factores de temperatura B.

A continuacidon se discute los resultados obtenidos en cada una de
ellas.

PARTE | -CRISTALIZACION-

Los resuitados logrados en cuanto a cristales se refiere para éste
trabajo, fueron alcanzados a través del método de difusién de vapor por la
técnica de gota colgante. ‘

En el ensayo 1 en la gota que contenia tartrato de sodio y potasio
0.65 M en hepes 200 mM pH 7 activador 5 mM, se obtuvieron algunos
cristales de proteina pertenecientes a un tipico estado R con dimensiones
de 0.2 mm, mientras que en la goia A2 donde se aumenté un poco la
concentracion de sal de 0.65 M a 0.75 M resultaron cristales en forma R de
tamafio de 0.35 mm. En las pruebas realizadas con citrato de sodio 0.7 M en
hepes 200 mM pH 7 se obtuvieron cristales de 0.30 mm, el aumento en la
concentracién de citrato de sodio al 0.8 M da lugar a la formacidn
poiicristales. Los peores resuliados se obtuvieron con citrato de sodio a
diferentes concentraciones 0.5, 0.6 y 0.55 M en tris-HCI 200 mM pH 8, en
donde no se obtuvo nada, excepto con la concentracion de 0.6 M en gue se
obtuvieron cuasicristaies.
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Uno de los cristales obtenidos en la gota A2 fue llevado al
Laboratorio Nacional de Luz sincrotrdn en Campinas, Brasil para realizar
los experimentos de difraccidn de rayos X. Estos resultados se describiran
en la siguiente seccion.

Con lo que respecta al ensayo 2 en las condiciones de acetato de
sodio 2.1 y 2.6 M en hepes 100 mM pH 6.3 sin ningun tipo de ligantes, se
lograron obtener cristales de dimensiones de 0.22 mm X 0.27 mm y de 0.22
mm X 0.3 mm respectivamente. En ias gotas A3 y A4 en donde la
concentracion de acetato de sodio fue 2.3 y 2.5 M respectivamente,
también se formaron cristales pero un poco mas pequenos y fueron
utilizados para algunas pruebas de crioproteccién, en las gotas restantes
no se obtuvieron resultados relevantes.

Los cristales formados en la gota A1 y A4 fueron llevados al
detector de area de! Laboratorio universitario de estructura de
proteinas/UNAM, México D.F.; en donde sdlo ef cristal de la gota A1 fue

medido (figura 8), los datos estructurales conseguidos se presentan mas
adelante.

En el ensayo 3 se lograron obtiener cristales Optimos para
difraccion en todas las condiciones las cuales variaban en la
concentraciéon del activador 100uM, 500uM y 1mM, de donde se
seleccionaron los cristales de las gotas A5 y B6, las cuales tenian
activador 100uM y 500uM respectivamente, éstos cristales fueron
llevados al sincrotrén de Sianford.

En el ensayo no. 4 se obtuvieron dos formas cristalinas, una de
ellas, en forma de cumulos policristalinos, observados en la figura 9 parte
A, los cuales no difractaron. La otra forma fueron monocristales sensibles
como los que se pueden observar en la figura 9 parte B, los cuales fueron
irradiados y difractaron a 1.7 A en el laboratorio de radiacién sincrotrén
de Stanford. Las condiciones de cristalizacidn fueron tartraio de sodio y
potasio 0.75 M en hepes 200 mM pH 7 activador 50 uM, los datos
cristalograficos son reportados mas adelante.
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Figura 8.- Cristal de Glucosamina 6 fosfato desaminasa de E.coli (ensayo
no. 2), crecido en Acetato de sodio 2.1 M en Hepes 100 mM pH 6.3
sin activador.

En el experimento 5 que se realizd con acetato de sodio 2.6 M en
hepes 200 mM pH 7 teniendo como variante fa concentracién del activador
(200, 50, 5 y 0.5 yM), se obtuvieron cristales muy sensibles en la mayoria
de las condiciones, pero en la gota A5 que contenia 50 ym de activador fue
posible obtener un pequefio cristal el cual se llevd al sincrotron de Brasil
pero no resistié el viaje por fo que no fue posible la difraccion.

El ensayo 6 que se lievo a cabo en las mismas condiciones que en el
experimento 5, excepto que el pH fue de 7.5, no se logré obtener nada a
18°C durante algunas semanas, por lo que decidimos modificar la
temperatura a 4°C y con este cambio conseguimos cristales en forma R.

El Gltimo ensayo no. 7 realizado con acetato de sodio 2.6 M en
hepes 100 mM con activador 5 mM variando el pH, se obtuvieron algunos
cristales a pH 7 y microcristales a pH 8. De los cristales a pH 7 se
selecciond uno de ellos de [a gota Al el cual fue difractado en el
sincrotron de Stanford 2 1.9 A y actualmente se encuentra en proceso de
afinamiento de la estructura.

42



Figura 9.- Complejo cristalino enzima-activador a muy bajas
concentraciones, crecido en tartrato de sodio y potasio 0.75
M en hepes 200 mM pH 7 activador 50 uM.

PARTE il -RESOLUCION DE ESTRUCTURAS-

Los primeros datos que fueron trabajados, proventan del sincrotrén
de Brasil y correspondian al complejo Glucosamina 6-fosfato desaminasa
con activador 5 mM. En total se consiguieron 31 patrones de difraccidon con
1° de oscilaciébn para el primer conjunto de datos (patréon de difraccién no.
1) y para el resto fue de 1.5°.
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El patréon de difraccion no. 12 se cortd debido a una caida del haz de
electrones lo cual es una situacion muy comdn entre éste tipo de equipos,
mismo que se reestablecié en el patron de difraccion no.13.

El procesamiento de las imagenes de difraccion para obtener las
intensidades de cada reflexidon se realizé con los programas XDISP vy
DENZO, en donde obtuvimos que el cristal pertenece a un sistema trigonal
con grupo espacial R32 con parametros de celda a=bh=125.58 c= 222.34,
siendo la unidad asimétrica un dimero. Posteriormente fueron analizados
estadisticamente con CCP4, siendo ésta parte del proceso importante
debido a que aqui, se analizaron los datos que podrian ser desechados ya
que en su conjunto podrian aumentar estadisticamente los errores.
Podemos observar que se obtuvieron un nimero alto de reflexiones unicas,
es decir, contdbamos con un numero de datos suficientes que nos
permitirian generar el dimero completo. Los resultados son resumidos en
la - siguiente tabla:

RESOLUCION 40.5-2.40 A
REFLEXIONES UNICAS 26622
Rsym 0.128
{IMITE DE RESOLUCION Rfac
7.50 0.040
6.16 0.050
5.35 0.054
4.79 0.058
4.38 0.060
4.06 0.066
3.80 0.074
3.58 0.087
3.40 0.101
3.24 0.121
3.11 0.157
2.59 0.212
2.88 0.224
2.78 0.302
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2.69 0.329

2.61 0.351
2.54 0.433
2.47 0.480
2.41 0.522

88% DE LOS DATOS TOTALES A 2.4 A DE RESOLUCION.

MULTIPLICIDAD 3

DIMENSIONES DE LA CELDA 125,58 125.58 222.34 90 90 120
GRUPO ESPACIAL R32

RESOLUCION (20-2.4 A)

En [a ditima faja de resolucidon podemos observar que los datos son
malos a 2.4 A, no obstante continuamos a esa resoluciéon debido a que
contabamos con ¢l 88% de los datos necesarios y una multiplicidad de 3.

RESOLUCION DE LA PRIMERA ESTRUCTURA.

El proceso de afinamiento se realiza con el programa XPLOR a través
de la técnica de reemplazo molecular en la cual se propone, que dos
moléculas muy similares generan patrones de difraccidn que difieren
principaimente debido a la orientacion y posicion de las moléculas en la
celda unitaria del cristal. Esto permite definir una operacién general
involucrando rotacion y traslacion, encontrando los puntos equivalentes de
densidad electronica en cada molécula. En este caso disponemos de las
coordenadas de glucosamina 6-fosfato desaminasa de E coli (entrada
Protein Data Bank: 1DEA). Para ésta estructura no se realizaron rotaciones
ni trasiaciones debido a que pertenece al mismo grupo espacial.

AFINAMIENTO

Lo primero que se realizé fue un afinamiento como CUERPO RIGIDO,
en donde el modelo de la proteina es dividido en uno 0 mas grupos rigidos.
En este primer proceso logramos obtener un R de 0.266%, el cual es un
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resultado muy aceptable e indicando que con un solo paso logramos
embonar casi perfectamente bien en nuesira estructura de estudio, con et
fin de agilizar el proceso solo realizamos muy pocos pasos de afinamiento
a 2.4 A, para posteriormente observar un mapa de densidad que nos
mostrara si alguno de los sitios estaba vacio.

Después de este primer paso de afinamiento construimos un mapa de
densidad electronica utilizando el programa XPLOR vy visualizandolo con
“0” a una resolucion de 2.4 A, se identificé que tanto el sitio activo como
el sitio alostérico se encontraban ocupados, o cual lo podemos observar
en la figura 10.

Debido a que ésta estructura podia presentar i0s dos sitios ocupados
y que la resolucién de 2.4 A no permitiria buenos afinamientos de los
factores de temperatura B, continuamos con la resolucion de otras
estructuras para encontrar una en que uno de los sitios se encontrara
vacio.

RESOLUCION DE LA SEGUNDA ESTRUCTURA.

La segunda estructura que se resolvié fue del cristal obtenido con
glucosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli en ausencia de ligantes y
obtenido de amortiguador acetaio de sodio 1.8 M, 100 mM hepes pH 6.3
proveniente del ensayo 2. Resultaba sospechoso que este cristal fuera R
sugiriendo la presencia de ligantes a pesar de no haber sido incluido en el
medio de cristalizacidn.

La medicidon se llevé a cabo en el detector de area en el laboratorio
de estructura de proteinas en el Instituto de Quimica-UNAM. Esta se llevd
a cabo a temperatura ambiente (18 °C), teniendo como resuitado un
conjunto de datos con 13 patrones de difraccidn con oscilaciones de 2°
cada uno. En seguida se muestran los resultados después de la integracion
con DENZO y CCPA4.
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Figura 10.- Mapas de densidad electrénica a 1 sigma del complejo
enzima-activador mostrando los sitios activo (a) y
alostérico (b), ocupados.
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RESOLUCION 80- 2.8 A

REFLEXIONES UNICAS 16089

Rsym 0.090

LIMITE DE RESOLUCION Rfac
7.94 0.020
6.78 0.035
6.02 0.050
5.46 0.043
5.04 0.040
4.70 0.043
4.42 0.050
4.19 0.050
3.99 0.054
3.81 0.074
3.66 0.084
3.52 0.104
3.40 0.130
3.29 0.138
3.19 g.165
3.10 0.207
3.02 0.250
2.94 0.286
2.87 0.351
2.80 0.385

94.8 % DE DATOS TOTALES A 2.8 A DE RESOLUCION

MULTIPLICIDAD 1.3

DIMENSIONES DE LA CELDA 126.16 126.16 223.73 90 90 120
GRUPO ESPACIAL R32

RESOLUCION 10-2.8 A

AFINAMIENTO

Al cabo de la integracion pudimos percatarnos que el numero de
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reflexiones era de 16089. Debido a que si queremos tener datos confiables
€s necesario contar con un numero de reflecciones de al menos 2 veces ¢l
nimero de valores a determinar por atomo en el experimento. El dimero
esta formado por 4184 atomos multiplicados por 4 (valores a determinar
por atomo x, y .z, y v} obtenemos 16736 que al multiplicarse por 2 resulta
gue necesitamos 33472 reflexiones. EI nimero de reilexiones para éste
caso son muy pocas debido a la baja resolucién de la difraccidn del cristal,
por lo que tuvimos que recurrir a las simetrias no cristalograficas, es
decir, a partir del mondmero que tenemos se aplica una mairiz que genera
la unidad asimétrica completa. Eso divide entre 2 el nimero de parametros
y en consecuencia se acerca al criterio planteado.

En la siguienie tabla se describe el proceso de afinamiento utilizado
para la determinacion de la estructura.

—mﬁm

Proceso —]Numero Resolu-|Rtr e e|{Rincia |Rfree
de pasos {cién (A) |inicial finai

Minimizacién
(Positional) 30 10-2.8 | 0.347 0.317 0.344
Afinamiento 30 8-2.8 0.345 0.302 0.313
de factores B
Minimizacién 30 10-2.8 0.322 0.294 0.311 0.27
(Positional)

Adicion de activador

==

Afinamiento | 6 10-2.8 [0.301 0.265 0.279 0.244
de faciores B

I[Basqueda de moléculas de agua, total encontradas 44.

Afinamiento 15 10-2.8 [0.261 0.286 0.235 0.267
de factores B

Minimizacion { 30 10-2.8 0.241 0.237 0.234 0.271
{Positional)

Afinamiento | 25 10-2.8 |0.270 0.232 0.262 0.222

de factores B

K

— .
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Lo que se visualizd a través de “O” en el mapa de densidad
electronica fue algo inesperado, porque a pesar de haber realizado la
cristalizacion en ausencia de cualquier tipo de ligante, se encontrd una
moiécula de activador en el sitio alostérico y el sitio activo se encontraba
vacio, resultado que hasta el momenio no se tiene reportado en ta
literatura y todo parecia indicar que con esta estructura podriamos
realizar las comparaciones ver Figura 11 y 12.

La pregunta a resolverse era ;De ddnde provenia ese activador si no
se le habia colocado durante el ensayo?, la respuesta fue que provenia del
attimo paso de purificacién y se presenté debido a una dialisis no muy
exhaustiva, antes de iniciar el proceso de cristalizacion.

Por otro lado, tomando en cuenta que la cristalizacion se levd a
cabo a pH 6.3 nos lleva a pensar que a pHs bajos pudiera existir un cambio
drastico de afinidad por el activador generando un alto ndmero de estados
R, aunque es necesario un estudio mucho mas a fondo para poder liegar
afirmar esto.

Iniciaimente se compararon los faclores de temperatura con 1DEA
(dos sitios ocupados por fosfatos), tHOT (fosfaio en el sitio activo y
activador en el alostérico) y R con activador presente en trazas. Gon la
comparacion anterior nos percatamos que teniamos variables con las
estructuras como: temperatura de colecta, resolucion y sobre todo que la
estructura de R con trazas de activador fue refinada con simetrias no
cristalograficas.

El inconveniente de usar simetrias no cristalogréficas radica en que
al tener un solo mondmero debido a (as pocas reflexiones obtenidas, no
podemos deducir si éste es el primero o el segundo mondémero o un
promedio de los dos, por o que esta estructura fue descartada a pesar de
que tenia un sitio vacio y uno ocupado. En los cristales con grupo espacial
R32, el mondomero 1 posee diferentes contactos con las unidades vecinas
preseniando, el mondmero 2 menos contactos cristatograficos. Esto puede
alterar la movilidad de diferentes regiones de cada mondmero.
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Figura 11.- Sitio activo vacio del complejo Glucosamina 6-fosfato
deaminasa de E.coli con activador presente en trazas, en ia
parte central podemos observar fructosa 6-fosfato que se
colocd para mostrar que en el sitio activo, efectivamente
no hay densidad electrénica en el mapa que nos indique la
presencia de ligantes.

El paso siguiente fue resolver una tercera estructura que contara con
reflexiones suficientes como para obtener la unidad asimétrica completa y
que la difraccién no fuera tan baja, para que de esta forma se pudieran
utilizar los valores de los factores de temperatura B en la comparacion
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grafica.

Figura 12.- Sitio alostérico ocupado por GICNACG6P en cristal de forma R
apH®6.3.

RESOLUCION DE LA TERCERA ESTRUCTURA

La tercera estructura resuelta (DAEQO) fue del cristal proveniente del
ensayo 4, el cual se formd en tartrato de sodio y potasio 0.75 M en hepes
200 mM pH 7 activador 50 uM y la enzima utilizada fue dializada
exhaustivamente durante 40 horas. Realizamos todo un monitoreo en
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cuanto a condiciones de cristalizacion para tratar de reproducir el cristal
anterior en donde fue encontrado el sitio activo vacio y el sitio alostérico
ocupado. El cristal fue medido en el sincrotréon de Stanford a una
temperatura de -160 °C, utilizando 35 % de trealosa como solucién
criopreservadora. Esta solucién es necesaria para proteger al cristal del
cambio brusco de temperatura, posible ruptura, asi como también del
congelamiento del cristal. Ei medio criopreservador tiene la funcién de
formar un material vidrioso (amorfo) al solidificarse bruscamente.

Se obfuvieron un grupo de datos de 60 patrones de difraccidn, con 1°
de oscilacion; los datos fueron integrados con DENZO y CCP4.

RESOLUCION 76.69-1.728 A
REFLEXIONES UNICAS 65814
Rsym 0.083
LIMITE DE RESOLUCION Rfac
7.74 0.060
5.47 0.056
4.47 0.062
3.87 0.065
3.46 0.066
3.16 0.065
2.93 0.070
2.74 ©0.073
2.58 0.079
2.45 0.086
2.33 0.092
2.23 0.102
2.15 0.108
2.07 0.123
2.00 0.139
1.93 0.157
1.88 0.181
1.82 0.220
1.77 0.260
1.73 0.284
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95.6 % DE DATOS TOTALES A 1.74 A DE RESOLUCION

MULTIPLICIDAD 3.5

DIMENSIONES DE LA CELDA 124.228 124.228 222.724
90.00 90.00 120.00

GRUPO ESPACIAL R32

El contar con 65814 reflexiones para ésta estructura permite
reproducir al dimero completo asi como también alacanzar una resoiucion
alta (1.73 A} y un buen afinamiento de los factores de temperatura, B.

AFINAMIENTO

Et proceso de afinamiento se levd a cabo de acuerdo con los
siguientes pasos.

===;==_ ——
"Proceso Numero |Resolu-|R it ¢ e | R iica Rfree Rfinal

de pasos |cién (A) |inicial final |
r minimizacion 20 1.8 0.316 0.318 0.305 0.301
de cuerpo
rigido
inimizacion 20 1.8 0.3231 0.3202 0.3110 0.3080
de cuerpo
rigido

templado 200 1.8 0.3102 | G.3081 0.3088 | 0.2891

{annealing)

Adicién del activador.
minimizacién | 15 1.8 0.3011 0.2817 0.3001 0.2803

{minimize)

afinamiento
de factores B

il
10 1.8 0.3001 (0.2803 |0.2977 |0.2755 [‘

NN | S S E—

A través de un mapa de densidad observamos con mas detalle que en
uno de los dos sitios activos se encontraba una molécula de tartrato, la
cual provenia del medic de cristalizacidn.
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Como paso siguiente se le colocd acido tartarico y continuamos con
el proceso de afinamiento:

[ r—="

Proceso | Numerto Resolu- | Reee Riniciai (R free Rfinal
de pasos {cién (A) linicial final
minimizacion 10 1.8 0.2981 0.2757 0.2979 0.2755
{minimize}
afinamiento 10 1.8 0.2979 0.2755 0.2974 |.0.2749
de factores
B

Busqueda de moléculas de agua, total encontradas 315.

==~
e

!I

Se realizé un ajuste manual con “O” a través de un mapa de fo-fc y
de 2fo-fc, encontrandose dobles conformaciones y quitdndose aigunas

moléculas de agua (3).

e ———— ——
Proceso (Nimero|Resolu-|{R¢ ¢ ¢ | Riniciad |Rfree Rsinal
de pasos |cién (A) (inicial final
minimizacion 25 1.8 0.2625 | 0.2407 0.2597 0.2376
{minimize)
ﬂAﬁnamiento 20 1.8 0.2598 0.2377 0.2588 0.2359
de factores
B

Blasqueda de moléculas de agua,

obteniéndose un total de 811.

minimizacién
{minimize)

Afinamiento
de factores

B

“Basqueda de moléculas de agua a 1.74 A, encontrandose en total 915.

]
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A través de “Q” se realizé nuevamente un ajuste manual y los pasos
del afinamiento finales fueron:

=¢-‘—_—_
Proceso |NUumero |Resolu-{R¢ (o | Rinical |Rfr ee Rinal
de pasos |cion (A) |inicial final
minimizacion 20 1.74 0.2479 0.2165 0.2475 0.2156
{minimize)
Afinamiento 15 1.74 0.2477 0.2159 0.2476 0.2155
de factores
B

A través de un mapa de “O” encontramos en el sitio activo del
monémero 1 una moiécuia de tartrato y activador en el sitio alostérico,
(figuras 13 y 14), mientras que en el monomero 2 obiuvimos las
condiciones ideales para nuestro trabajo, es decir, el sitio activo vacio y
activador en el sitio alostérico (figuras 15 y 16).

SOBREPOSICION DE ESTRUCTURAS.

Al realizar una sobreposicion de ios carbonos o del segundo
mondmero de un conférmero R con el sitio activo y el sitio alostérico
ocupados por fructosa 6-fosfato, con DaeQ, conférmero con el sitio activo
vacio y sitio alostérico ocupado, se observé un RMSD de 0.23 A
considerando 215 atomos (figura 17). Esie resuitado nos indica que estas
dos estructuras tienen un RMSD menor al error experimental (0.25 A
grafica de lLuzzat) considerandose geométricamente iguales excepto en
los residuos 74-83, 109-117, 144-146, 160-185 y 264-266 los cuales
presentan una diferencia entre la sobreposiciones de los carbonos «
mayores a 0.5 A.
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Figura 13.- Molécula de acido tartérico encontrada en el sitio activo del
monémero 1 a 1 sigma. En la parte central de la figura
podemos observar una molécula de fructosa 6-fosfato (azul)
que nos muestra que en ese sitio no hay densidad electrénica
para una molécula de activador pero si para una molécula de
acido tartarico.
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Figura 14.- Sitio alostérico con una molécula de activador en el
mondémero 1 de DaeO.
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Figura

15.-

Sitio activo vacio encontrado en el monémero 2 de GiceP
desaminasa con 50 uM de activador. Se colocod fructosa 6-

fosfato para mostrar la ausencia de densidad electrénica
para una molécula de activador.
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Figura 16.- Sitio alostérico ocupado por una moiécula de activador en el
mondémero 2 de Dae0, a2 1 o.
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Figura 17.- Sobreposicion de los carbonos o de DaeQ y Frur con un
RMSD de 0.23 A excepto en las asas vecina (residuos 73-83,
109-117, 144-146), tapa del sitio activo (residuos160-
185) y el C-terminal (residuos 264-266). Azul menor
movilidad, verde mayor movilidad.

COMPARACION GRAFICA DE LOS FACTORES DE TEMPERATURA B.

La comparacion grafica de los factores de temperatura B de las
diferentes estructuras, se llevd a cabo con el segundo mondmero de la
unidad asimétrica, debido a que el primer monémero presenta contactos
cristalinos con el hexamero vecino asi como para éste ultimo caso el
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primer mondmero presenta una molécula de acido tartarico, en el sitio
activo.

T R VT BV
Estructura | Sitio activo Unidad Resolucion | Dimension
y asimétrica - {A) del cristal
alostérico
vacio- Oimero 1.74 0.2mm X
ocupado 0.15mm
ocupado- Dimero 2.15 0.4 mm -160
ocupado
vacio- Mondmero 2.3 0.4 mm -160
vacio -
ﬁ-—

Teniendo como base los faciores de temperatura de las tapas del
sitio activo ya reportados para el conférmero R, las cuales se encuentran
por debajo de 50 A2 mientras que para el conformero T estan alrededor de
100 A2. podemos considerar que la tapa del estado R es muy fija y la del
estado T es mas movil (Oliva et al, 1995 y Horjales et al, 1999).

Cuando comparamos graficamente los factores de temperatura de
los residuos (1-161) antes de la tapa del sitio activo de las tres
estructuras (Figura 18), es posible observar que ios factores de
temperatura del conférmero T son mayores que los de las estructuras R
(tanto de la que tiene los dos sitios ocupados como la que tiene un sitio
vacio y uno ocupado). Estos valores altos nos indican mayor movilidad. En
contraste, tenemos que Frur (conférmero R con los dos sitios ocupados)
resuitd ser la mas fija asi como también Dae0 (conférmero R que
presenta sitio activo vacio y sitio alostérico ocupado), con factores de
temperatura por debajo de 45 A2

Esta comparacién nos mostrd un comportamiento uniforme entre
ellas excepto para los residuos 71-82, 110-113 y 143-148. Estos ultimos
correspondiendo a las mismas zonas con mayor diferencia en RMSD;
atribuyéndose éstas diferencias tanto estructurales como en los factores
de temperatura a una mayor vibracion las cuales estan relacionadas con
la tapa del sitio activo.
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Los cambios mas importantes los pudimos observar en ia gréafica de
la figura 19, en la cual se muestran los factores de temperatura
correspondientes a la tapa del sitio activo de Dae0, indicandonos que ésta
tapa es mas movil con respecto a un estado R que tiene los dos sitios
ocupados (Frur). En esfa parte de la estructura se ve claramente la
diferencia que existe entre Dae0 (linea azul) y Frur (linea magenta) en
donde los factores van desde los muy cercanos a 100 A2 para el primer
caso y por debajo de 50 A2 para el segundo caso; lo que nos lieva a
conclulr que las diferencias que existen se deben a la presencia de un
sitio vacio pero que a su vez esta directamente relacionada a una ligadura
de fosfato. Cabe mencionar que esta diferencia también es observada en
la sobreposicion de los carbonos o.

En la figura 20, en la cual graficamos los factores de temperatura
de los residuos 186-266 podemos observar valores ligeramente mas altos
para el conférmero T que para Dae0 y Frur. Sin embargo, Dae0 presenta un
C-terminai mas fijo con respecto a ias dos estructuras.

La vibracion de la tapa dei sitio activo (160-185) provoca a su vez
la movilidad de los residuos 71-82 y del 110-113, lo que lieva a una
interacciéon entre asas vecinas en donde ocurre una estabilizacion de la
asa formada por los residuos 110-113 y la movilidad de los residuos 71-
82. Esto uitimo siendo una hipotesis que requiere un estudio mas a fondo
qgue involucre un andlisis de conformaciones multiples superpuestas para
DaeQ y que este proceso se encuentra en desarrollo. Por otro lado la asa
fomada por los residuos 143-148, se encuentra asociada directamente
con la tapa del sitio activo por lo que era de esperarse que su movilidad
se viera afectada. Con respecto al cambio de los factores de temperatura
observados en la figura 18 de ios residuos 28-33, que se ubican en una
asa lejana a la tapa del sitio activo no se encuentra una correlaciéon con
aeste trabajo.
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Factores de temperatara:

« gy Trp. 10 WOMPAracion de 1os factores de temperatura de los residuos 1-161.
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s wgwia uw. 319, GOmparacién de Jos factbras de temperatura de los residuos 162-188.
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Factores de femperatura
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1.- ES POSIBLE CRISTALIZAR UN COMPLEJO DE GLUCOSAMINA 6-FOSFATO
DESAMINASA CON ACTIVADOR A MUY BAJA CONCENTRACION, QUE
PRESENTA EL SITIO ACTIVO VACIO Y EL SITIO ALOSTERICO OCCUPADO.

2.- SE IDENTIFICO MEDIANTE LA RESOLUCION DE ESTRUCTURAS UN SITIO
ACTIVO VACIO Y UN SITIO ALOSTERICO OCUPADO POR UNA MOLECULA
DE ACTIVADOR, EL CUAL NO SE ENCUENTRA REPORTADO EN LA
LITERATURA.

3.- NO SE PRESENTAN CAMBIOS ESTRUCTURALES SIGNIFICATIVOS ENTRE
LAS ESTRUCTURAS (RMSD = 0.23 A), QUE TIENEN 1 SITIO OCUPADO Y
DOS SITIOS OCUPADOS, EXCEPTO EN LOS RESIDUOS 74-83, 109-117,
144-146, 160-185 Y 264-266.

4.- TODAS LAS COMPARACIONES SE REALIZARON CON EL MONOMERO 2
DEBIDO A QUE EL MONOMERO 1, PRESENTA CONTACTOS CRISTALINOS
CON EL HEXAMERO VECINO ASI COMO TAMBIEN PORQUE SE ENCONTRO
UNA MOLECULA DE ACIDO TARTARICO EN EL SITIO ACTIVO DE DICHO
MONOMERO.

5.- DE ACUERDO CON LAS GRAFICAS DE LOS FACTORES DE TEMPERATURA ES
POSIBLE OBSERVAR UN COMPORTAMIENTO UNIFORME ENTRE LAS TRES
ESTRUCTURAS, EXCEPTO EN LOS RESIDUOS 28-33, 71-82, 110-113,
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143-148, 161-184 Y 264-266. TODOS ESTOS CAMBIOS EXCLUYENDO LOS
RESIDUQS 28-33 Y 264-266, SON INTERPRETABLES COMQ RESULTADO
DE UNA DISMINUCION DE LA MOVILIDAD DE LA TAPA DEL SIiTIO ACTIVO,
ASOCIADO A LA UNION DEL ACTIVADOR. RESULTANDO SER UN PRIMER
INDICIO DE UN CAMBIO DE MOVILIDAD DE LA TAPA DEL SITIO ACTIVO
QUE NO ESTA ASOCIADA A LOS CONFORMEROS R o T, SINO A LA
PRESENCIA DEL SUSTRATO EN EL SITIO ACTIVO.
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