
UNIVERSIDAD NACIONAL 
<> 29) 

AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE MEDICINA 

  

ESTUDIO CINETICO Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA ENZIMA 
GLUCOSAMINA-6-FOSFATO DESAMINASA DE CORTEZA RENAL DE BOVINO. 

T E s | S 

Que para obtener el Grado de 

DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS (Bioquimica) 

P r e s e n t a 

ANTONIO ROBERTO DE JESUS ane LEMUS 

MEXICO, D.F. 1999 

bei At5 E04 

PALLA DE Okt



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

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

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



  

see 

Presentacion. 

Este trabajo se desarrollé en el! laboratorio 6 del Departamento de Bioquimica 

de la Facultad de Medicina UNAM, bajo la direccién del Dr. Mario Calcagno. Es 

importante mencionar que algunos experimentos los llevé a cabo en el laboratorio del 

Dr. Mario Rippa, en el Istituto di Chimica Biologica, Universita degli Studi di Ferrara, 

Ferrara Italia, durante una estancia que realicé en ese laboratorio en la fase inicial det 

doctorado. Asi mismo, la subclonacién del gen de la desaminasa humana y su expresién 

en Escherichia coli, fueron realizados en el !aboratorio de la Dra. Jacqueline Plumbridge, 

IBPC, Paris, Francia. 

La parte de la tesis que comprende los estudios de inmunohistoquimica en 

tejido renal, se realizé en colaboraci6én con el Dr. Armando Pérez, del Dpto. de Biologia 

Celular y Tisular de fa Facultad de Medicina, UNAM.
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Abreviaturas usadas. 

GIcN 

GIcN6P 

GIcNAc6P 

Fru6P. 

GTP 

EDTA 

DTNB 

DTE 

Mr 

PBS 

ASB 

SDS 

Keat 

Glucosamina 

Glucosamina-6-fosfato 

N-acetil-glucosamina-6-fosfato 

Fructosa-6-fosfato 

Trifosfato de guanosina 

Acido etilendiamino-tetracético 

Acido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoico 

Ditioeritritol 

Masa molecular relativa 

Amortiguador salino de fosfatos 

Albumina sérica bovina 

Dodecil-sulfato de sodio 

Constante catalitica



  

Resumen. 

En el presente trabajo realizamos la caracterizaci6n cinética y molecular de las 

enzimas glucosamina-6-fosfato isomerasa desaminasa (GicN6P desaminasa) de riftén 

de bovino y humana recombinante. La desaminasa renal de bovino fue purificada hasta 

homegeneidad, empleando una cromatografia de afinidad por el! sitio alostérico. 

Posteriormente obtuvimos su composicién de aminoacidos y la secuencia del extrerno 

amino termina! (1-42). Comparando este segmento con secuencias de proteinas 

almacenadas en el Banco de Proteinas (PDB) y en el Gene Bank, pudimos detectar la 

secuencia completa de la GIcN6P desaminasa clonada a partir de células de mielorna 

humano. Mas tarde, determinamos que esta regién también es practicamente idéntica al 

segmento correspondiente de la GICN6P desaminasa de hamster. 

Esto nos llevé a obtener el gen de ta desaminsa humana, el cua! fue donado 

por el Dr. Nobuky Miyahima, y clonarlo en una cepa de Escherichia coli , la cual es 

incapaés de expresar el gen de esta enzima. Logramos la expresién de la desaminasa 

humana recombinante, la cual purificamos con un método similar al empleado con la 

enzima renal de bovino. La desaminasa de bovino y la desaminasa humana 

recombinante son hexameros, con subunidades de 32.5 kDa; esto es 2.5 kDa mas alto 

que la masa molecular de la enzima homdloga de E. coli. Estas dos desaminasas de 

mamifero se activan alostéricamente por N-acetil-p-glucosamina-6-fosfato. Este 

metabolito, el cual también es el activador de fa glucosamina-6-fosfato desaminasa de E. 

coli, activa a las desaminasas humana y de bovino incrementando sus k,, sin ningGn 

cambio significativo en los valores de K,, para la glucosamina-6-fosfato, dentro de un 

amplio intervalo de concentraciones del activador. Estas observaciones permiten 

clasificar tanto a ja desaminasa de rifién de bovino como a la humana dentro de los 

sistemas alostéricos tipo V. Este trabajo también describe el comportamiento cinético de 

una mutante de la desaminasa humana truncada en el residuo 268 ( 21 aminoacidos 

menos que la silvestre), asi como la caracterizacién fisicoquimica de las GIcN6P 

desaminasas de bovino, humana recombinante y la mutante antes mencionada.



  

Finalmente, determinamos la distribucién tisular de esta enzima, en cortes de rifién de 

bovino.



Abstract. 

In this work, we describe the molecular and kinetic characterization of the 

enzymes glucosamine-6-phosphate isomerase deamisase, (GICN6P deaminase) from 

beef kidney and human expresed in E. coli. GIcN6P deaminase from beef kidney has 

been purified to homogeneity by allosteric-site affinity chromatography. Its amino acid 

composition and the N-termianl sequence (1-42), were obtained. The amino acid 

sequence of this segment is essentially identical to the corresponding regions of the 

human and hamster GIcCN6P deaminases. In order to study the human deaminase, we 

obtained the human gene, and then it was cloned and expresed in a E. cof/ strain wich is 

defective in the expression of its own GIcN6P deaminase gene. We have also purified 

the recombinant protein using a simmilar method employed with de bovine deaminase. 

Both human and beef enzymes are hexamers of 35.5 kDa subunits; this is nearly 2.5 kDa 

higher than the molecular mass of the homologous enzyme from E. cofi. Beef and human 

enzymes exhibit a notable difference from the bacterial enzyme in their allosteric 

activation by N-acetylglucosamine-6-phosphate. This metabolite, which is also the 

allosteric activator of the bacterial glucosamine-6-phosphate deaminase, activates the 

mammal enzymes by increasing their ka without any change in the K,, values for 

glucosamine-6-phosphate, over a wide range of activator concentration. This observation 

places both beef kidney and human deaminases in the class of V-type systems. 

This work also describes the kinetic behavour of a mutant human deaminase 

which is composed of the first 268 amino acid residues, toghether with the phisico- 

chemical characterization of human and beef and truncated deaminases. Finally, we 

have determined the distribution of this enzyme in renal tissue.



  

Introduccién. 

La glucosamina (GicN), al igual que otros aminoazucares, es una molécula 

ampliamente distribuida en la naturaleza. Esto se debe a que son precursores de 

componentes celulares y extracelulares cuyas funciones son de gran importancia para 

los diferentes organismos. Entre estas macromoléculas, tenemos a los lipopolisacaridos 

bacterianos, las glucoproteinas y glucolipidos presentes en plantas y animales y cuyas 

actividades biolégicas son diversas, aunque algunas no bien entendidas actualmente. En 

el caso de los animales, encontramos aminoazucares en el acido sidlico, en proteinas 

glicosiladas como fa colagena y otras que también tienen funciones estructurales, en la 

heparina y en algunas hormonas proteicas, por mencionar algunos ejemplos. Por otra 

parte, es importante recordar que algunas  proteinas son  modificadas 

postraduccionalmente con residuos de carbohidratos y que esta adicién esta ligada a su 

transito a través de los diferentes compartimentos intracelulares y con su destino final y 

su funcién propiamente dicha. 

Estos antecedentes nos indican que practicamente todos los organismos deben 

tener disponibilidad de aminoazucares para la biosintesis de estas macromoléculas, asi 

como vias catabdlicas para fa utilizaci6n de los 4tomos de carbono y mecanismos para 

evitar el efecto téxico del NH,” proveniente de los aminoazticares. Tales vias 

metabédlicas, asi como su regulacién, son actualmente mejor conocidas en bacterias 

(1), en C. albicans (2 ) y en Giardia intestinalis (3 ). 

Como se puede observar en la figura 1, al igual que en otras vias metabolicas 

de carbohidratos, éstos deben fosforilarse; en el caso de E. coli, el producto del gen nag 

E puede fosforilar a la GIcNAc y el producto del gen man E fosforila a !a manosa y a la 

GIcN; sin embargo, aparentemente en ambos casos al igual que la actividad de la 

hexocinasa sobre la GIcN, sdlo tienen significado fisioldgico bajo ciertas situaciones 

metabdlicas. Para la sintesis de glucosamina esta bacteria utiliza fructosa 6-fosfato 

(Fru6P) y un grupo amino, que puede ser donado por ta glutamina, en la reaccién 

catalizada por la glucosamina-6-fosfato sintasa (EC 5.3.1.19), o bien, por el ion amonio
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directamente ( 4 ) en la reaccion reversa catalizada por la glucosamina-6-fosfato 

isomerasa desaminasa (EC 5.3.1.10). La constante de equilibrio de la reaccién es de 

0.18 M (5), por lo que el sentido catabdlico se favorece; sin embargo, la reaccién es 

facilmente reversible, sobre todo si la siguiente reaccién de la via es exergénica. 

Estas dos enzimas se encuentran en una encrucijada metabdlica con la 

glic6lisis y el control preciso de las actividades de ambas enzimas es fundamental para 

evitar un ciclo improductivo en la sintesis de la GICN6P y su reconversién inmediata a 

Fru6P. En E.coli esta regulacién se lleva a cabo tanto a nivel de la expresién de los 

genes de ambas enzimas ( 1, 6 ), como por regulacién alostérica de la desaminasa 

(5, 7, 8 ). Cuando la bacteria crece en un medio con GIcN se reprime la expresién del 

gen de la sintetasa, gim S y simultaneamente, se expresan los genes catabdlicos, los 

cuales constituyen un regulén divergente llamado nag E-BACD. De estos genes nag A 

codifica para la N-acetil-glucosamina-6-fosfato desacetilasa, que produce acetato y 

glucosamina-6-fosfato (GIcN6P); nag B codifica para ta glucosamina-6-fosfato isomerasa 

desaminasa; nag C codifica para una proteina que actda como represor de los operones 

al unirse a los operadores ( 9, 10 ), en tanto que la proteina Nag E es un transportador 

para N-acetil-glucosamina, que ademas tiene la capacidad de fosforilarla 

simultaneamente a partir del fosfo-enol-piruvato. El gen nag D, no es fucional, 

probablemente se trate de un pseudogen y estrictamente se considera como un marco 

de lectura abierta solamente. 

La N-acetil-p-glucosamina-6-fosfato (GicNAc6P) es el activador alostérico de la 

desaminasa (5, 7, 11 }; asi mismo es el inductor de los operones nag al unirse a Nag C 

e impedir que ésta pueda fijarse en los operadores ( 9, 10 ). De esta manera, la 

GIcNAc6P juega un papel preponderante en la regulacién del catabolismo de los 

aminoazucares en bacterias. 

Ei estudio de la GIcN6P desaminasa es importante para entender la regulacién 

de las vias metabdlicas de los aminoazucares; sin embargo, esta enzima no es vital para 

el funcionamiento de todos los organismos, ya que de los 6 genomas de organismos 

secuenciados completamente hasta la fecha, e! gen de la desaminasa no esta presente



en Saccharomices cereviceae, ni en Helicobacter pylori. En esta bacteria, el gen ure C 

(homodlogo al gen gim M de E. coli.), codifica para la fosfoglucosamina mutasa la cual 

convierte la GICN6P en GicN1P, la cual se acetila en la siguiente reaccién de la via y 

sigue su ruta hasta UDP-N-acetil glucosamina ( 12,13 ). Esta via es similar a la descrita 

en mamiferos ( 14 ). Es claro que para los organismos que expresan la desaminasa, 

incluyendo al ser humano, esta enzima ofrece otras posibilidades regulatorias 

importantes para esta via metabdlica. 

EI conocimiento de la regulacién del metabolismo de los aminoazucares en 

animales, es todavia menor a lo que se sabe a este respecto en microorganismos. 

Algunos estudios de ciertas enzimas de esta via en eucariotes y particularmente en 

animales son bastante antiguos ( 11, 15, 16 ). Recientemente, se han logrado avances 

importantes, en particular en el conocimiento de la GICN6P desaminasa y de la GICN6P 

sintasa, debido a que se han clonado sus genes a partir de células humanas, 

transformadas y normales, asi como de espermatozoides de hamster ( 17-22 ). En los 

mamiferos la actividad de la GICN6P desaminasa puede ser detectada principaimente en 

tifién, cerebro, sobre todo durante la mielinizacién de las fibras nerviosas, y en 

espermatozoides ( 11, 15, 19, 23 )}. En Ja mayoria de los casos su funcién ha sido 

relacionada con el catabolismo de la GicN. Por ejemplo, se ha postulado que la actividad 

de esta enzima en el rifién esta asociada con el catabolismo de los aminoazucares 

provenientes de las glicoproteinas plasmaticas que tiene lugar en ese organo ( 24 ). Sin 

embargo, en cerebro y otros tejidos esta enzima podria estar implicada en la 

destoxificacién del ion amonio producido en otras reacciones de desaminaci6n (25 ). En 

insectos como las moscas, la desaminasa tiene claramente funciones biosintéticas para 

la produccién de quitina, ya que no existe la actividad de !a glucosamina-6-fosfato 

sintasa (26, 27 ). 

Por otra parte, se ha demostrado que los adipocitos humanos y otras células, 

son capaces de incorporar GicN por medio del transportador de glucosa ( 28, 29 }. Asi 

mismo, en estos trabajos se ha implicado a la GIcN como !a molécula responsable de la 

desensibilizacion de ciertas células a la incorporacién de glucosa mediada por la insulina



( particularmente en adipocitos y células mesangiales renales; 30-32 ). Los resultados 

mostrados por estos autores indican que el bloqueo de la sintesis de GICN6P por medio 

de la inhibici6n de la GicN6P sintasa produce una reduccién significativa de este 

proceso, fo cual puede tener importancia clinica al relacionarse con patologias como la 

diabetes mellitus y las lesiones que ocurren en esta enfermedad, a nivel de la 

microcirculacién. 

Estos antecedentes nos muestran que el panorama en cuanto al metabolismo 

de la GIcN en células eucariotes es complejo y poco claro todavia. 

Alosterismo y enzimas alostéricas. 

Las proteinas alostéricas controlan muchos procesos esenciales para el 

funcionamianto celular: particilpan de una manera importante en la regulacién del 

metabolismo, en la expresién génica, en el plegamiento asistido de proteinas y en la 

comunicacién intercelular. Se caracterizan por tener una estructura oligomérica y por poseer 

sitios de union para diferentes ligandos, cuyas afinidades aumentan o disminuyen como 

consecuencia de efectos indirectos entre dichos sitios. Estos se conocen como efectos 

heterotrépicos y estan mediados a través de cambios conformacionales de la molécula 

protéica completa. La regulaci6n de la interaccién proteina alostérica-ligando puede 

describirse en terminos de! modelo propuesto por Monod y cols. hace ya mas de 30 afios 

( 33 ). Este modefo constituye una valiosa herramienta tedérica para la interpretacién del 

fenémeno de! alosterismo. 

A pesar de que es esencialmente un modelo de equilibrio, puede ser aplicado a 

datos cinéticos haciendo la suposicién de que la enzima sigue una cinética de equilibrio 

rapido. El equilibrio se establece entre dos estados conformacionales: el estado T, de 

baja afinidad y el estado R con alta afinidad para sustratos y activador, con una 

constante alostérica L=T,/R,. La transicién de un conférmero al otro produce un cambio 

en la estructura cuaternaria de ja proteina, afectando las interacciones entre las 

subunidades, pero también produce un cambio a nivel de la estructura terciaria, lo cual 

afecta fa unién de los ligandos; es decir, el modelo no excluye los cambios en la



estructura terciaria debidos a la unién de los ligandos (induced-fit). Estas interacciones 

explican fa forma sigmoidal de la curva de unién de los ligandos (cooperatividad 

homotrdpica positiva), asi como los efectos heterotrépicos inducidos por la unién de 

moléculas a sitios distintos al sitio catalitico. Aquelios sistemas en ios cuales los 

conférmeros R y T tienen la misma afinidad por el sustrato, pero la actividad catalitica 

intrinseca del estado R es mayor que la del estado T (kpp > Kpr), Se Conocen como 

sistemas V, debido a que las Vina, de los dos estados son diferentes ( 34, 35 ), siendo el 

efecto observable en presencia de un activador alostérico un incremento de la Vinax . 

La GIcN6P desaminasa de E.coli. 

En el contexto del modelo alostérico de Monod, la glucosamina-6-fosfato 

desaminasa de Escherichia coli representa un sistema muy adecuado para el estudio de las 

bases estructurales de la regulacion alostérica, ya que su mecanismo cinético es del tipo 

conocido como equilibrio rapido al azar y  estructuralmente esta constituida por seis 

cadenas peptidicas idénticas. La enzima_ silvestre se comporta como un sistema K en el 

cual el activador alostérico se une exclusivamente al conformero R (fijacion exclusiva). Por 

otra parte, los sustratos para ambas direcciones de la reaccién, GICN6P y Fru6P son 

ligandos de fijaci6n no exclusiva, con mas alta afinidad para la conformacién R de la 

enzima. De este modo, fa activacién alostérica de la enzima es resultado del cambio en la 

afinidad aparente de la proteina por sus sustratos. Asi mismo, el valor de ta ko permanece 

sin cambios, como corresponde a un sistema K tipico. 

La estructura de esta enzima (en el estado R) se ha obtenido mediante estudios 

cristalograficos a 2.1 A de resolucion ( 8 ) (fig. 2 ). El plegamiento de la desaminasa 

puede describirse como un dominio para unién de NAD* (dos unidades de estructura 

suprasecundaria BaBaB o plegamiento de Rossmann) modificado, constituido por 7 hojas 

beta paralelas centrales, rodeadas por ambos lados por 8 hélices a y una hélice 315 de 

dos giros. Las hélices se numeran sucesivamente de la 1 a la 8, mientras que las 

laminas se denominan de la A a la G. El monémero une dos compuestos fosfatados 

(sustrato y activador alostérico). En el sitio activo el fosfato establece dos enlaces 

I



  
Figura 2. Modelo obtenido mediante cristalografia de la GICN6P desaminasa de E.coli (8). 
En la perte superior se muestra un dimero. En la parte inferior se muestra una 
representacién esquematica de un mondémero. 

10



salinos, uno con la Lys” y otro con ta Arg’”*, asi como puentes de hidrégeno con los 

nitrégenos de la cadena principal de los residuos 40 a 44, Otros contactos importantes 

en este sitio son: el atomo de oxigeno 5 del inhibidor, con el Ne2 de la His’*, que a su 

vez hace contacto con el Asp'“' y e! Glu’? . El segundo grupo fosfato (que corresponde 

al activador alostérico) se encuentra en la interfase entre dos monémeros y se une 

mediante puentes salinos con la Arg’®, Lys’® y ef grupo amino terminal del monémero 

vecino y mediante puentes de hidrégeno al nitrégeno del residuo 152 y al oxigeno de la 

Ser’®" La estructura del hexamero puede describirse como un dimero de trimeros, con 

una simetria interna 32. Esto quiere decir que un trimero rota en tres ejes cristalograficos 

(de 120 grados cada uno) y el otro lo hace en dos ejes de 180 grados, por lo que no hay 

una superposicién precisa de ambos trimeros. Ademas la molécula tiene una cavidad 

central que se comunica con el solvente circundante, lo cual puede explicar en parte el 

mayor peso molecular determinado para estas enzimas (bacteriana y de bovino) 

mediante técnicas de cromatografia tiquida. 

Mecanismo quimico. 

El mecanismo quimico propuesto para la reaccién catalizada por la enzima de 

E. coli a partir de los datos cristalograficos obtenidos con la enzima en presencia de! 

inhibidor competitive GicN-ol-6P, se muestra en la figura 3, y puede resumirse de la 

siguiente manera ( 8 ): 

Et primer paso consiste en fa apertura de! anillo de piranosa de la GicN6P. El Asp” 

estabiliza mediante un enlace salino, al grupo amino protonado del sustrato, en tanto que 

el oxigeno 5 del azticar queda en contacto con la His“, la cual cede un hidrégeno para 

romper el enlace hemiacetal, quedando abierta la cadena de! azucar. El siguiente paso 

consiste en la incorporacién del atomo de hidrégeno, del carbono 2 al Asp”. Se forma de 

esta manera un cis-enol-amonio como intermediario. Ahora el hidrégeno tomado por el 

Asp” es transferido at carbono 1 del intermediario, formandose el enol-amonio. En este 

punto, el mecanismo puede completarse por dos vias, en una de ellas, un protén del 

amonio podria ser transferido nuevamente al Asp”, entonces la cis-enol-amina 

1
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Figura 3. Esquema de] mecanismo quimico propuesto para la desaminasa de E.coli de 
acuerdo a Oliva y cols. ( 8 ). La descripcidn se detalla en el texto. 
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resultante coloca el protén de! aspartato a la posicién C1 pro-R del intermediario, el! cual 

se rearregla para formar fructosamina- 6P. El grupo imino generado reacciona con una 

molécula de agua produciendo un carbinol-amonio inestable. Alternativamente, el enlace 

m entre el carbono 1 y e! carbono 2 del cis-enol-amonio podria ser atacado por una 

molécuia de agua entrando por la cara re del intermediario, es decir del mismo lado que 

el Asp”. El intermediario asi formado tiene una estructura que se asemeja al inhibidor 

competitive, GicN-ol-6P, el cual debe ser inestable y se descompone en Fru6P y amonio. 

En el ultimo paso ocurre la transferencia de un protén al Asp”, por lo que es probable 

que e! amonio se libere de ese residuo como ion amonio. No existe evidencia 

experimental de que la enzima catalice el cierre de! anillo de la Fru6P en este paso, por 

lo que se requiere mas trabajo experimental antes de comprender totalmente el 

mecanismo catalitico de ta desaminasa. 

Planteamiento del problema y justificacién. 

Nuestro grupo ha trabajado principalmente en el estudio de la desaminasa y 

recientemente de la desacetilasa de E. coli ( 36 ). Desde hace algunos afios iniciamos el 

estudio de la GICN6P desaminasa de origen animal, llevandonos a !a purificacién de esta 

enzima a partir de corteza rena! de perro ( 37 ). Sin embargo, debido a las dificultades 

para obtener la biomasa, asi como para la purificacién de la proteina, se decidié buscar 

una fuente mas accesible que nos permitiera obtener un mejor rendimiento para poder 

realizar estudios estructurales de la enzima. Encontramos que la corteza de rifién de 

bovino es una fuente adecuada para lta obtenci6n de GIcN6P desaminasa. 

Interesantemente, la desaminasa de corteza renal de bovino presenté dos caracteristicas 

importantes, que Ia distinguen de las enzimas estudiadas en E.coli y en rifién de perro: la 

primera diferencia es estructural, ya que la enzima de tejido renal bovino tiene un peso 

molecular del monémero alrededor de 2 500 Da mas alto que la desaminasa de E.coli, y 

de aproximadamente 2 000 Da mas que !a desaminasa de rifién de perro. La segunda 

diferencia es de tipo cinético: el ligando alostérico, la GicNAc6P activa a la desaminasa 
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de E.coli y a la de rifién de perro, aumentando su afinidad por el sustrato (GicN6P), sin 

modificar la kca ; es decir, son ejemplos de sistemas K ( 33 ). Sin embargo, en ausencia 

de su activador alostérico ( GICNAc6P) la enzima de corteza renal de bovino tiene una 

actividad catalitica muy baja, en tanto que en presencia de este ligando, la enzima 

aumenta notablemente su actividad. Un estudio inicial nos permitid determinar que el 

efecto de activacién sobre la desaminasa bovina se ejerce a través del incremento de la 

ka de la enzima, sin que se modifique significativamente su K, . Este comportamiento 

podria describirse entonces como un sistema alostérico tipo V positivo de acuerdo a la 

nomencilatura propuesta por Monod. Estas diferencias mostradas por la GIcN6P 

desaminasa de rifién de bovino en relacién con las otras desaminasas conocidas hasta 

la fecha nos motivé a estudiar con mayor profundidad la activacién alostérica de la 

desaminasa bovina. Los ejemplos de otras enzimas con este tipo de comportamiento 

alostérico no son muy abundantes, ya que en la naturaleza existe un claro predominio 

de los sistemas K sobre los V y mixtos ( 38 ). 

En la actualidad se han estudiado con mayor detalle dos enzimas que tienen un 

comportamiento alostérico tipo V, a saber, la glicerol fosfato cinasa Ill de E.coli (39) y la 

3-fosfo-glicerato deshidrogenasa de E.coli ( 40, 41, 42 ). En ambos casos, el efector 

alostérico produce la disminucién de la constante catalitica de la enzima, es decir, que 

dicha molécula se une preferentemente al estado T , desplazado el equilibrio hacia !a 

forma menos activa y como consecuencia son sistemas V negativos ( 43, 44, 45 ). 

Existen ademas algunos otros casos de enzimas clasificadas como sistemas mixtos 0 M, 

en los que se modifican tanto la constante catalitica como la K, ( 46, 47 ). En esta 

situacién se encuentra la uracil-fosforribosil transferasa de Sulfolobus shibatae, la cual es 

activada alostéricamente por el GTP; sin embargo, las K, para el uracilo y el 

fosforribosil pirofosfato sufren cierto grado de modificacién ( 48 ). Otros casos 

interesantes de este tipo son la fosfatasa de fosfoazicares asociada a membrana de 

Lactococcus lactis ( 49 ), la prefenato deshidratasa de Amycolaptosis methanolica ( 50 ) 

y la ATPasa de calcio de membrana plasmatica de Leishmania donovani, la cual es 

modulada por fos niveles de calmodulina ( 51 ). Por otro lado, también existen algunos 
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ejemplos de sistemas K puros, que mediante mutagénesis dirigida de uno o mas 

residuos importantes, cambian su comportamiento a sistemas mixtos. Un ejemplo to 

constituye la GIcN6P desaminasa de E coli, en Ja que al sustituir un residuo del sitio 

254 por fenilalanina se produce un cambio en el comportamiento alostérico, la Tyr 

alostérico de la enzima, ta cual pasa de ser un sistema K puro aun sistema mixto( 52 ). 

En resumen, hemos encontrado una enzima que se aproxima a un sistema Vy 

sobre la cual el efecto del modulador alostérico es la activacién y no Ia inhibicién, como 

en los otros casos bien caracterizados hasta ahora. Ademas, podriamos considerar que 

la desaminasa de bovino es una enzima “modificada naturalmente”, en la cual ta 

Naturateza hizo los cambios necesarios para transformar las propiedades alostéricas de 

la GIcN6P desaminasa de un sistema K a uno V y este hecho debe tener sin duda 

implicaciones en la regulacién de la actividad de la enzima y de las vias metabdlicas en 

las cuales participa. 

En el presente trabajo describimos las propiedades cinéticas y moleculares de 

la glucosamina 6-fosfato isomerasa desaminasa de corteza renal de bovino, una enzima 

que se aproxima a un sistema V-positivo puro, asi como e! andlisis de la secuencia de 

aminoacidos y las propiedades cinéticas de la GIcCN6P humana recombinante, expresada 

en E.coli y de una mutante construida por mutagénesis dirigida, en la cual se eliminaron 

21 aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la proteina. 
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Objetivos. 

Con base en los hallazgos anteriormente mencionados, nos propusimos: 

1) Caracterizar Ia activacién alostérica de la desaminasa renal de bovino y de la 

desaminasa humana recombinante. 

2) Determinar las principales propiedades fisicoquimicas de ambas enzimas. 

3) Determinar la secuencia de aminoacidos de la desaminasa de bovino y establecer si 

la diferencia de masa molecular entre las desaminasas de mamifero y la de E.coli se 

debia a inserciones de segmentos aislados de aminoacidos dispersos en la secuencia o 

a la adicién de un solo segmento en alguna regién de la cadena peptidica. 

4) Utilizando anticuerpos policlonales contra la desaminasa, determinar su localizacién 

celular en el rifién de bovino. 
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Material y Métodos. 

En esta seccion inclui tos métodos que considero mas relevantes para el 

desarrollo y discusié6n general de la tesis, los demas se encuentran descritos en el 

articulo en el anexo 2. 

Purificacion de las desaminasas de bovino y humanas recombinantes. 

La estrategia de purificacién utilizada se basé en el método reportado 

anteriormente para purificar la desaminasa de corteza renal de perro (37). En la versi6n 

actual del procedimiento, el sobrenadante del homogenado de corteza renal de bovino 

se cromatografid en una columna de celulosa fosfato equilibrada con amortiguador de 

acetato de potasio 20 mM pH 5.9, EDTA 1mM. La desaminasa se eluyé con un 

amortiguador de fosfato de potasio 0.2 M, pH 7.4, EDTA 1mM; Con esta modificaci6n se 

redujo el tiempo de exposicién de la enzima a un pH acido. El pico de actividad de la 

enzima aparece justo antes del pico de elucién de la hemoglobina. Posteriormente, las 

fracciones con actividad de la enzima se reunieron y se colocaron en una columna 

empacada con N-s-aminohexanoil-0-glucosamina-6-fosfato-agarosa, una resina de 

cromatografia de afinidad por el sitio alostérico para la desaminasa (5 ), equilibrada con 

amortiguador de tris-HCI 50 mM pH 8.2. La elucién se realiz6 con una solucién de 

GicNAc6P 10 mM en ef mismo amortiguador. En algunas ocasiones, el andlisis 

electroforético en geles desnaturalizantes de la enzima obtenida por el método antes 

descrito, mostré cierto grado de heterogeneidad, representado por una pequefia banda 

de proteina con un peso molecular ligeramente inferior al correspondiente a la 

desaminasa; este problema lo solucionamos usando una columna ( volumen total de 5 

ml) empacada con celulosa fosfato, equilibrada en las mismas condiciones que la 

empleada inicialmente, pero la elucién se realizé con Fru6P 10 mM en amortiguador de 

acetato de potasio 20 mM, pH 5.9 ( 37, 54, 55 }. La enzima eluida en estas condiciones 

se obtiene precipitada (probablemente por encontrarse en su punto isoeléctrico) y el 

analisis electroforético de esta fraccién mostré a la proteina homogénea. En el caso de la 
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desaminasa humana recombinante y de la desaminasa mutante (268 S), las bacterias 

lavadas con PBS se sonicaron en un amortiguador de tris-HCI 50 mM pH 8.2, y el 

sobrenadante de esta fraccién se aplicéd directamente a [a cromatografia de afinidad 

alostérica en las mismas condiciones descritas anteriormente para la desaminasa de 

bovino. Esto permitié realizar el procedimiento de purificaci6n en un menor tiempo. En 

todos los casos la enzima se obtuvo en un solo pico de actividad y de proteina. Las 

enzimas se guardaron con glicerol al 50% a -20°C y en estas condiciones conservaron 

su actividad durante varios meses, a excepcién de la mutante 268 S, !a cual fue estable 

solamente durante un mes de almacenamiento. Para efectuar los ensayos cinéticos se 

tomé una alicuota de la desaminasa y se dializ6 exhaustivamente para eliminar el 

ligando alostérico, ya que este interfiere con este tipo de estudios. La pureza de las 

enzimas, se verificé mediante electroforésis desnaturalizante y no desnaturalizante en 

geles de poliacrilamida. 

Clonacién y expresion de la desaminasa humana en E.coli. 

EI gen de la desaminasa humana fue gentilmente donado por el Dr. Nobuky 

Miyahima. E! RNA mensajero de dicho gen habia sido clonado mediante un cDNA, a 

partir de células de mieloma humano (HA1541) y posteriormente secuenciado. Nosotros 

tecibimos el gen insertado en el vector Bluescript SK+. Sin embargo, debido a que en 

nuestro laboratorio tenemos amplia experiencia e infraestructura para el cultivo de E. coli, 

decidimos reclonar el gen en el vector pTZ19R (fig. 4) el cual ya manejabamos y es 

adecuado para transformar a esta bacteria. Para lograr ta expresién de la desaminasa 

humana recombinante se us6 una cepa de E. coli (JM101 Anag) cuyo gen de fa 

desaminasa fue inactivado mediante una insercién para evitar su expresién. Para iniciar 

la reclonacién, la construccién original fue cortada con Hindlll y Apal resultando un 

fragmento de 1918 pb (abarcando la totalidad del gen). Este fragmento se cloné en el 

plasmido pTZ19R digerido con Hindll y Smal y en dicha construcci6n el gen fue insertado 

rio abajo det promotor lac. El plasmido fue inestable y no se obtuvo ninguna 
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Figura 4. Esquema del plasmido pTZ R19. 
Este se usd como vector para la expresion en E.coli del gen de la GIcN6P desaminasa 
humana. 
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sobreexpresi6n visible en geles de poliacrilamida, cuando se expresé en la cepa JM101 

Anag; ademas, !a actividad de la enzima detectada en el sonicado de la bacteria fue muy 

baja. Para solucionar este problema decidimos eliminar una mayor cantidad de DNA 

extragénico. Tomamos como referencia el tamafio del gen nag B, el cual tiene alrededor 

de 1000 pb de longitud; por tal motivo el inserto se corté nuevamente, ahora, desde un 

sitio Pstl, localizado 12 nucledtidos rio arriba del cod6n de inicio, hasta un sitio BstX! 

localizado 110 nucledtidos rio abajo del codén de terminacién, resultando en un 

fragmento de 992 pb. Este segmento fue clonado nuevamente en el vector pTZ19R 

digerido con Pstl y Smal. E! extremo BstXI fue previamente tratado con DNA polimerasa 

T4 para producir un extremo ligante. La cepa de E. coli fue transfectada con el vector por 

electroporaci6n, y la seleccién de tas bacterias que tenian el plasmido se hizo utilizando 

ampicilina. Esta estratégia nos permitié purificar una cantidad adecuada de desaminasa 

humana recombinante. Como se mencioné anteriormente, la desaminasa de E. coli 

posee un peso molecular del monémero aproximadamente 2500 Da menor en relacion al 

de las desaminasas humana y de bovino, y presenta ademas, un tipo de activacién 

alostérica (sistema K) distinto al mostrado por estas Ultimas (sistemas V); por ello, 

decidimos producir una enzima humana recombinante mutada, la cual tuviera un numero 

similar de aminoacidos al de la enzima bacteriana, para observar si el tipo de activacién 

alostérica de esta mutante se asemejaba al de la desaminasa de E. coli, Para tal efecto 

se construy6 una enzima humana truncada en el aminoacido 268, mediante mutagénesis 

dirigida, convirtiendo el cod6n de prolina en un cod6n de terminacién (UAA). 

Determinacién del coeficiente de absortividad molar de la desaminasa de bovino. 

Para determinarlo, calculamos inicialmente el coeficiente de absorcién molar 

tedrico para la desaminasa humana. De acuerdo a la ecuacion descrita por Edelhoch 

(57 ), la absortividad molar de una proteina en cloruro de guanidinio 6 M a pH 6.5 se 

puede obtener sumando los productos del numero de triptofanos y tirosinas, 

(despreciando cisteinas) y sus respectivas absortividades en esas condiciones. En 
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nuestro caso utilizamos el numero de tirosinas y triptofanos obtenidos a partir de la 

secuencia de la desaminasa humana. El valor obtenido se usé para calcular el 

coeficiente de absortividad molar de la desaminasa de bovino, de acuerdo al 

procedimiento descrito por Gill y von Hippel ( 58 ). Para ello obtuvimos el espectro de 

absorcion de la enzima de bovino en la regién ultra violeta, en condiciones “nativas” ( pH 

7.4 en amortiguador tris) y en cloruro de guanidinio 6 M pH 6.5 usando fosfato de potasio 

como amortiguador. Determinamos la absorbencia a 278 nm en cada caso. 

Posteriormente sustituimos los valores obtenidos en la ecuacién descrita por Gill y von 

Hippel: 

(N) (Egusniginio ) 

Enative . 

En dénde N representa la absorbencia de la enzima de bovino a pH 7.4 a 278 

nm; G es la absorbencia de la enzima de bovino pero en cloruro de guanidinio 6 M 

pH 6.5 a la misma longitud de onda, y Eguanidinio @S la absortividad molar determinada para 

la desaminasa humana en guanidinio 6 M pH 6.5 como describimos anteriormente. El 

resultado final fue refinado a partir de los datos de titulacién de sulfhidrilos realizada en la 

enzima de bovino, de acuerdo a un procedimiento desarro!lado por nuestro laboratorio 

( 52, 53, 59 ). Este dato (18.8 x 10° M" cm a 278 nm y pH 7.7) fue utilizado para 

determinar ta concentraci6én de la desaminasa de bovino pura y en otros calculos. 
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Analisis de aminodcidos y secuencia amino terminal de la GicN6P desaminasa de 

bovino. 

El analisis de aminoacidos de la GIcN6P de bovino se realizé en la W.M.Keck 

Foundation Biotech. Resource Lab. (Yale University, New Haven, CT,USA), usando un 

analizador Beckman 7300. Una muestra de 100 pg de enzima se dializ6 contra agua 

bidestilada y se liofilizé en una centrifuga con vacio. Las hidrdlisis se realizaron a 150° C 

durante 6 h en HCI 6 M. Las cisteinas se determinaron como grupos tioles titulados con 

DTNB. La mezcla de reaccién contenia tris-HCI 100 mM, 2.5 mM de EDTA y 3 mM de 

DTNB a pH 7.15 a 20° C. La reaccién se desencadené con la adicién de la enzima a una 

concentracién final de 0.3 uM, y para determinar el numero total de grupos tioles, se 

agregé SDS a una concentracién final de 0.25% para desnaturalizar a la enzima. El 

numero de residuos de triptofano se obtuvo por el método descrito por Edelhoch (57 ), 

tomando el! numero de tirosinas y cisteinas a partir de la composicién de aminoacidos de 

la desaminasa de bovino, y !a absortividad molar obtenido como se detallé antes. La 

secuencia de los primeros 42 aminonacidos de! extremo amino de la desaminasa de 

bovino se realizé en W.M.Keck Foundation Biotech. Resource Lab. (Yale University, New 

Haven, CT,USA), por medio de un analizador automatico. 

Ensayos de la Actividad enzimatica. 

La actividad de !as desaminasas de bovino y humana recombinante, se ensayo 

rutinariamente en el sentido desaminante de la reaccién, utilizando un método 

colorimétrico a tiempos fijos, el cual ya hemos usado ampliamente ( 5 ). La reaccién 

reversa, es decir la formacién de GICN6P a partir de Fru6P y amonio, se midié por medio 

de la determinacién colorimétrica de la GIcNAc6P por la reaccién de Elson y Morgan ( 60 

), de acuerdo con ei procedimiento de Levy y Mac Allan ( 61 ). Como resulta evidente el 

activador alostérico interfiere con este ensayo, debido a que el procedimiento se basa en 

la acetilacién de la GICN6P formada y la detecci6n colorimétrica de la misma a 544 nm. 
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Sin embargo, usamos biancos conteniendo la concentracién de activador usada en cada 

experimento y lo restamos a !a absorbencia de cada tubo experimental correspondiente. 

De esta forma nos fue posible explorar la cinética en este sentido de !a reaccién en 

presencia de una concentracién de GIcNAc6P de 0.5 mM, la cual es saturante y permite 

activar a la desaminasa de bovino completamente. Las velocidades de reaccién se 

midieron a 30° C en amortiguador de tris-HCI 50 mM pH 7.7. 

Unién de GicNAc6P marcada con "*C. 

La curva de unién del activador alostérico radioactivo a la enzima se determindo 

por ultracentrifugacion, por el método descrito por Howlett ( 62 ) con las modificaciones 

descritas recientemente ( 52 ). Se centrifugaron muestras de 200 ul, conteniendo la 

enzima y el ligando durante 4 h a 30° C y 195 000 x g en una ultracentrifuga Beckman 

Optima XL-100K, utilizando un rotor de Angulo fijo 42.2 Ti (r, 10.85 cm). El rotor se 

desaceleré sin freno y, adicionalmente las muestras contenian 2.5 mg mI’ de dextran 

(Mr promedio 81600), para minimizar la mezcla por conveccién de ta proteina 

sedimentada. Se tomaron alicuotas de 70 pl para determinar las emisién radioactiva 

mediante un contador de centelleo liquido. 

Espectroscopia de dicroismo circular. 

El espectro de dicrofsmo circular de la desaminasa rena! de bovino se realiz6é 

en un espectropotarimetro Aviv 62 DS, con la finalidad de compararlo con el espectro 

mostrado por la desaminasa de E. coli, y observar si existia alguna diferencia importante 

entre las dos proteinas. Para obtenerlo, usamos una concentracién de enzima de 0.1 mg 

ml en amortiguador de fosfato de sodio pH 7.5 en una celda con paso de luz de 0.1 cm. 

Las elipticidades medias por residuo (8m) se calcularon tomando en cuenta una masa 

molecular por residuo de 112 y los coeficientes estructurales se calcularon por el método 
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de Yang ( 63). 

Inmunotransferencias. 

Otro elemento importante que nos podria indicar la similitud estructural entre las 

desaminasas bacteriana y de bovino, es la conservacién de epitopes. Para analizar este 

punto, realizamos la inmunodeteccién de la desaminasa de bovino, por anticuerpos 

desarrollados contra la desaminasa de E. coli, mediante !a electrotransferencia de la 

desaminasa de bovino a partir de geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes ( 64 ) a membranas de nitocelulosa. Las membranas se incubaron 

toda la noche con los anticuerpos policlonales (desarrollados en conejos) contra la 

desaminasa de E.coli. La deteccién de los anticuerpos unidos a !a desaminasa bovina 

inmovilizada en la nitrocelulosa, se realiz6 mediante el segundo anticuerpo conjugado a 

fosfatasa alcalina ( 65, 66 ). 

Inmunolocalizaci6én de la GicN6P desaminasa en rifién de bovino. 

Se obtuvieron diferentes muestras de rifion de bovino de tcm® 

aproximadamente; fueron incluidas en OCT compound (Optimum Cutting Temperature, 

TissueTek, Miles Inc, Elkhart IN, USA) y congeladas a -70° C, hasta la realizacién de los 

cortes. Los cortes de un grosor de 8 ym del tejido congelado fueron adheridos a 

portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina al 0.1%, y se dejaron secar al aire durante 1 hora. 

Posteriormente, se rehidrataron y se lavaron tres veces con PBS a temperatura ambiente 

para eliminar el OCT y se fijaron en acetona absoluta durante 30 minutos, también a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se realizo un doble bloqueo de sitios de unién 

inespecifica incubando los cortes en PBS-ASB al 1% y trit6én X-100 al 0.01%, durante 

una hora a temperatura ambiente y luego en suero norma! de cabra o caballo al 2, 50 

10% durante 45 minutos y se realizaron pruebas para probar el bloqueo. La solucién de 
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bloqueo se dejé escurrir, sin lavar y se incubé con los anticuerpos polictonales de conejo 

contra la desaminasa (anticuerpo primario) con diluciones 1:100, 1:500 0 1:1000 en PBS- 

ASB 0.1%, tritén 0.01% durante 18 horas a 4°C. Inmediatamente después, se hicieron 

tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS a temperatura ambiente, y se agregé el 

segundo anticuerpo, anti IgG de conejo fluoresceinado, diluido 1:100 en el mismo medio 

usado con el primario y se incubé durante 1 hora. Después de lavar con PBS, los cortes 

se montaron con pofivinil alcohol y se observaron en un microscopio de epifluorescencia 

(Olimpus BH2-RFCA). Como controles utilizamos cortes de rifién de bovino, los cuales 

fueron procesados de la misma manera entes descrita, pero omitiendo el anticuerpo 

primario. 

Analisis de los datos. 

Los datos cinéticos y de unién del ligando radioactivo se ajustaron a distintas 

ecuaciones usando el programa ENZFITTER ( R.J. Leatherbarrow, 1987), asi como los 

programas desarrollados por W.W.Cleland ( 67 ) obtenidos directamente def laboratorio 

de! autor. Los alineamientos de secuencias se hicieron mediante el programa CLUSTAL 

V, a partir de los datos obtenidos del Gene Bank y Protein Data Bank. 
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Resultados. 

A) En cuanto a la estructura y propiedades fisicoquimicas. 

Peso molecular y punto isoeléctrico. 

De acuerdo a los datos obtenidos de su migracién en electroforésis en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, el monémero de la desaminasa de 

corteza renal de bovino tiene una masa molecular relativa de 32 500 Da, ( figura 5). Por 

otro tado, la masa molecular relativa de la enzima en condiciones no desnaturalizantes, 

determinado por electroforésis en geles de poliacrilamida en gradiente de concentracién 

es de 210 000 Da ( figura 5). Se obtuvo el mismo resultado por cromatografia de 

filtraci6n molecular en gel en HPLC ( figura 6). Este resultado sugiere que la proteina es 

un hexamero al igual que las desaminasas de E.coli y de rifidn de perro. La diferencia 

entre el peso molecular determinado experimentalmente y el esperado ( 195 kDa), 

también se observa en el caso de la desaminasa de E. coli y puede explicarse por la 

cavidad que presenta el hexamero en su interior, y que ha sido descrita 

cristalograficamente ( 8 ). La desaminasa humana recombinante, present6é el mismo 

peso molecular que su homdloga de bovine. Por otro lado, el peso molecular 

determinado para el mondémero de la desaminasa humana truncada, fue de 31 000 Da, 

(figura 5). El punto isoeléctrico de la enzima de bovino determinado el ge! de 

poliacrilamida es de 5.9. 

Composicién de aminoacidos de la desaminasa de bovino. 

La composicién de aminoacides de ta enzima se muestra en la tabla 1. Es 

importante mencionar que ja determinacién de cisteinas y triptofanos se realizo por 

separado. El numero total de cisteinas determinado por titulaci6n con DTNB fue de 3 
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Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida. Carriles A, B, C y D en condiciones 
desnaturalizantes de acuerdo al método de Laemli ( 64 ). Carril F en condiciones no 
desnaturalizantes. Carril A: desaminasa humana truncada (268 S): B: desaminasa de E.coli. 
C: desaminasa de rifién de bovino; D: desaminasa humana recombinante. E! carril E muestra 
la inmunotransferencia de la desaminasa de bovino, usando anticuerpos contra la 
desaminasa de E.coli. Carril F: Electroforesis en gradiente de concentracién de 
poliacrilamida (5%-30%) de la desaminasa de bovino. Las flechas indican las masas 
moleculares relativas de diferentes proteinas de calibracién. 
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Thr 16 

Ser 14 

Glx 25 

Pro 14 

Gly 22 

Ala 22 

Val 19 

Met 9 

Ile 17 

Leu 25 

Tyr 14 

Phe 7 

His 11 

Lys 22 

Arg 7 

Cys? 3 

Trp” 3 

289 Total de residuos. 

Tabia 1. Composicién de aminoacidos de la GICN6P desaminasa de corteza renal de bovino. 
* Determinados por titulaci6n con DTNB. 
® Calculados a partir del espectro de absorcién de la enzima en UV de acuerdo a la ecuacién 
de Edelhoch.
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Figura 6. Perfil cromatografico de la GICN6P desaminasa de rifién bovino en una columna 
de exclusién molecular ( Protein Pack 300 SW, Waters) utilizando un sistema de HPLC. La 
muestra consistié en 700 pmoles de desaminasa pura. Las flechas indican los tiempos de 
retenci6én de la catalasa (20.5 min.) con Mr 230 kDa y Alcohol! deshidrogenasa (26.5 min.) 
con Mr 150 kDa.



({ 2.80 + 0.06) por subunidad; de las cuales una es reactiva en la enzima nativa, y dos 

mas se expusieron en presencia de SDS. La titulacién de los grupos tioles se puede 

observar en fa figura». También se investigé la posible existencia de enlaces disulfuro 

utilizando el reactivo NSTB-sulfito (reactivo de Thannhauser, 68 ), el cual reacciona con 

tioles y disulfuros, y el resultado fue 3.22 + 0.21 tioles titulados, esto indica que no 

existen enlaces disulfuro en la proteina nativa. La determinacién de triptofanos se realiz6 

espectrofotométricamente, obteniendo un total de 3 ( 3.42 + 0.46 ) residuos de triptofano 

por mondmero. Para el calculo del numero de estos residuos, se utiliz6 el método de 

Edelhoch ( 57 ), como se describié en material y métodos. 

Los Grupos SH- de la desaminasa bovina. 

Como se mencioné anteriormente, de los tres tioles titulados por subunidad de 

la enzima, solamente uno ( 1.03 + 0.05) es reactivo en la proteina nativa, en tanto que 

los dos restantes (1.77+ 0.06) reaccionan con el DTNB en presencia de 0.5% de SDS 

(fig. 7 ). La modificaci6n con DTNB del sulfhidrilo reactivo en condiciones nativas siguid 

una cinética de pseudo-primer orden y la enzima al final de la reaccién result6é inactiva. 

La constante se obtuvo directamente de graficar la fraccién de SH titulados en funcién 

del tiempo de la reaccién ajustando ala ecuacién para decaimiento exponencial simple. 

La constante de velocidad de segundo orden del sulfhidrilo expuesto se obtuvo a partir 

de este dato y de la concentracién de enzima y fue 1.77 M's" ; un valor muy semejante 

al obtenido para la reaccién de tas Cys’ y Cys*° de la desaminasa de E.coli ( 59, 69 ). 

El valor de esta constante de la enzima de bovino disminuyé alrededor de 6 veces 

cuando ta reaccién se realiz6 en presencia de una concentracién saturante (2 mM) del 

activador alostérico GIcNAc6P; es decir, este ligando protegiéd parcialmente al sulfhidrilo 

de la enzima de la reaccién con DTNB. Para determinar si el efecto protector inducido 

por el activador, se debia al ocultamiento del grupo tiol durante el movimiento de la 

molécula en ta transicién alostérica, investigamos si el inhibidor competitivo de la enzima, 
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la glucitolamina 6-P (GIcN-ol-6P) también protegia al sulfhidrilo expuesto. Sin embargo la 

constante de segundo orden fue 1.52 M"'s”, lo cual indica que este ligando no protege al 

grupo tiol. Actualmente no contamos con evidencia experimental acerca de cual de los 

tres sulfhidrilos es reactivo en la enzima nativa. Finalmente, como mencionamos 

anteriormente, la enzima modificada con DTNB es inactiva. Para descartar que la 

inhibici6n de ja actividad enzimatica pudiera deberse a un impedimento estérico 

ocasionado por el DTNB en si, se probé un reactivo menos voluminoso, el metil-metano- 

tio-sulfonato el cual también inhibid completamente a la enzima (tabla 2). 

Interesantemente, la reaccién con este Ultimo compuesto no pudo ser revertida por 

ningtin agente reductor ni adn por el borohidruro de sodio. 

Aminoacidos del extremo amino de la desaminasa de bovino y sus alineamientos. 

La secuencia de fos primeros 42 aminoacidos de la desaminasa bovina se 

muestra en la figura 8. En la misma figura se puede observar el alineamiento de este 

segmento con los correspondientes de seis GilcN6P desaminasas de diferentes 

organismos. Podemos observar que existe una clara homologia entre los 7 segmentos 

analizados, en particular, entre las desaminasas de bovino, humana y de hamster, en 

donde encontramos una identidad de residuos de 42/40 y 42/41 respectivamente. Las 

diferencias en esos casos son menores, ya que se trata de cambios de D por E, que son 

aminoacidos del mismo grupo y que podriamos considerar equivalentes. La menor 

identidad de la desaminasa de bovino es con las correspondientes enzimas de 

B.burgdoferi y C.dlbicans . Es interesante resaltar que los residuos 40-42, los cuales 

forman parte de! sitio activo de la desaminasa de E. coli ( 8 ), estén completamente 

conservados en las desaminasas bovina y humana. El grupo fosfato del sustrato se une 

mediante puentes de hidrégeno al grupo OH de la Thr*' y a la cadena principal entre tos 

aminoacidos 42 y 44.



  

  Agente modificador de -SH Vmax (UM min™')depués del tratamiento 
con DTE 1mM por dos horas. 

  

  

    
Metil-metano-tio-sulfonato 1.3 

DTNB 50 
Control 51.7 
  

Tabla 2. Reactivacién por DTE de la GicN6P desaminasa de bovino modificada con dos 
reactivos para grupos sulfhidrilo. 
La kca se determind después del tratamiento con DTE 1 mM por dos horas; asi mismo, las 
muestras se dializaron para eliminar los reactivos. La alicuota de enzima usada como control 
recibié el mismo tratamiento de reactivacion. 

 



Bos taurus 

MKLIILDHYS QASEWAAKYT RNRIIQFNPG PDKYFTLGLP TG 

Homo sapiens 

MKLIILEHYS QASEWAAKYI RNRIIQENPG PEKYFTLGLP TG 

Mesocricetus aura tus 

MKLIILEHYS OASEWAAKYI RNRIIQFNPG PDKYFTMGLP TG 

Escherichia coli 

MRLIPLTTAE QVGKWAARHI VNRINAFKPT ADRPFVLGLP TG 

Haemophyllus influenzae 

MRFIPLOTEQ QVSCWAAQHI INRINDEKPT AERPFVLGLP TG 

Borrelia burgdoferi 

MRLIIRPTYE DISKWAANHV AOKINEFSPT KENPFILGLP TG 

Candida albicans 

MRQAIFSNPN DAARYLANYI IAKINSTP---~-- RTEVLGLP TG 

Figura 8. Secuencia de los primeros 42 aminoacidos del extremo amino de la GicN6P 

desaminasa de bovino. 
También se muestra el alineamiento realizado con el programa CLUSTAL V, con los 

extremos amino de las GICN6P desaminasas de diferentes organismos.



Analisis de la secuencia de aminoacidos de la Desaminasa Humana. 

La secuencia aminoacidica completa de la GIcN6P desaminasa humana se 

muestra en el alineamiento con la enzima homéloga de E. coli. en la figura 9. Los 

tesiduos que participan en la catalisis, en la conformacién del sitio alostérico y aquellos 

que establecen contactos entre subunidades en la enzima bacteriana, estan 

conservados en la enzima humana. El percentaje de identidad entre ambas desaminasas 

fue de 62%. Este alto porcentaje indica que la estructura primaria de esta enzima ha sido 

muy conservada durante la evolucién. 

La prediccién de la estructura secundaria de la enzima humana se muestra en 

la figura 10. Los valores obtenidos para las diferentes estructuras son a hélice 29%, 

estructuras B 16% y 55% de estructuras diferentes a éstas. Es importante notar que el 

mismo porcentaje de hélices a se determiné a partir del espectro de dicroismo circular de 

la enzima rena! de bovino. En cuanto a las predicciones de hidrofilicidad y flexibilidad, 

que se muestran en las figuras 10 y 11, podemos observar que los ultimos 5 

aminoacidos del extremo carboxilo termina! (K,P,Y,S,D} de la secuencia de la 

desaminasa humana muestran el! indice mas alto de hidrofiticidad y flexibilidad de toda la 

secuencia. Este hallazgo es importante porque sugiere que este segmento de la proteina 

probablemente tiene pocas restricciones de movimiento y esto le permitiria participar en 

algunas interacciones con otras regiones de la enzima. Por otra parte, es interesante 

hacer notar que los sitios suceptibles de fosforilacidn por la proteina cinasa C que se 

muestran en ta figura 12, se encuentran practicamente concentrados en el segmento 

carboxilo terminal de la enzima humana y que las desaminasas bacterianas y de 

levadura no tienen este segmento aminoacidico. Determinar si hay fosforilacién de 

alguno de estos sitios in vivo y su significado en la regulacién de la desaminasa humana, 

es un aspecto que se debera explorar a futuro.



MKLIILEHYS 

MRLIPLTTAE 

LSFKYVKTEN 

VSFKHVVTEN 

FEEKIKAAGG 

YEEKIRSYGK 

VPTMALTVGV 

VPKYALTVGV 

EDATLELKVK 

EPSTMELKVK 

20 

QASEWAAKYT 

OVGKWAARHT 

80 

MDEYVGLPRD 

MDEYVGLPKE 

140 

IELFVGGIGP 

IHLEMGGVGN 

200 

GTVMDAREVM 

GTLLDAEEVM 

260 

TVKYFKGLML 

TLRYFNELEA 

RNRIIQENPG 

VNRINAFKPT 

HPESYHSFMW 

HPESYYSFMH 

DGHIAFNEPG 

DGHIAFNEPA 

ILITGAHKAF 

ILVLGSQKAL 

VHNKLVDPLY 

ENIKGL 

40 

PEKYFTLGLP TGSTPLGCYK 

ADRPEVLGLP TGGTPMTTYK 

100 

NNFFKHIDIH PENTHILDGN 

RNFFDHVDIP AENINLLNGN 

160 

SSLVSRTRVK TLAMDTILAN 

SSLASRTRIK TLTHDTRVAN 

220 

ALYKAIEEGV NHMWTVSAFQ 

ALQAAVEGCV NHMWTISCLO 

280 

SIKEKETEKS QSSKKPYSD 

60 

KLIEYYKNGD 

ALVEMHKAGQ 

120 

AVDLQAECDA 

APDIDAECRQ 

180 

ARFEDGELTK 

SREEDNDVNQ 

240 

QHPRTVEVCD 

LHPKAIMVCD 

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de las GICN6P desaminasas de 
E.coli y humana. La secuencia de la desaminasa bacteriana corresponde a los renglones 
inferiores. Los residuos importantes para la catalisis se encuentran en negritas, y los del 
sitio alostérico en itdlicas. Estos se determinaron a partir del andlisis cristalografico de la 
desaminasa bacteriana ( 8 ). El unico residuo diferente del sitio activo encontrado entre 
ambas secuencias se encuentra subrayado.
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Figura 10. Prediccién de la estructura secundaria y perfiles de hidrofobicidad y de residuos 
cargados de la GICN6P desaminasa humana. 
Los datos se obtuvieron con el programa NOVOTNY. 
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1 S8 188 158 208 288 

Numero de residuo. 

Figura 11. Perfil de flexibilidad de la GIcN6P desaminasa humana. 
Los datos se obtuvieron con el programa FLEXPRO.



MKLIILEHYS QASEWAAKYI RNRIIQFNPG PEKYFTLGLP TGSTPLGCYK 

KLIEYYKNGD LSFKYVKTFN MDEYVGLPRD HPESYHSFMW NNFFKHIDIH 

PENTHILDGN AVDLQAECDA FEEKIKAAGG IELFVGGIGP DGHIAFNEPG 

SSLVSRTRVK TLAMDTILAN ARFFDGELTK VPTMALTVGV GTVMDAREVN 

ILITGAHKAF ALYKAIEEGV NHMWTVSAFQ QHPRTVFVCD EDATLELKVK 

TVKYFKGLML VHNKLVDPLY SIKEKETEKS QSSKKPYSD 

Figura 12. Prediccién de los sitios probables de fosforilacién por proteina cinasa C de la 

GIcN6P desaminasa humana. 
Los sitios se indican en jetras negritas.



Espectro de dicroismo circular de la desaminasa renal de bovino. 

Consideramos que el espectro de dicroismo circular de la desaminasa de 

bovino es de utilidad porque aporto informacién acerca de la estructura secundaria de la 

desaminasa de bovino, y también nos permitid determinar que existe similitud con el 

espectro de la desaminasa de E. col (59 ) lo cual va a ser considerado en Ia discusi6n 

de la tesis para apoyar la conservacién estructural entre estas dos desaminasas. El trazo 

puede observarse en la figura 13, y podemos mencionar que el espectro es similar al 

descrito para la familia de proteinas a/B, { 62 ). Los coeficientes estructurales 

determinados a partir de! espectro para la desaminasa de bovino son: hélice a 29%, 

estructuras B 37%, giros 16% y estructuras no repetitivas 18%. 

B) En cuanto a las propiedades cinéticas de las desaminasas de bovino y 

humana. 

Cinética de la GIiCN6P desaminasa de rifién de bovino. 

4,- Activacién por GICNAC6P. 

La desaminasa renal de bovino muestra muy baja actividad en ausencia de su 

activador alostérico (GIcNAc6P), sin embargo, presenta cinética hiperbélica (coeficiente 

de Hill 1.00 + 0.01). La adicién de diferentes concentraciones de GicNAc6P produce un 

incremento en la actividad de la enzima a expensas de aumentar su k,y (figura 14). 

Todas las curvas son hiperbdlicas y los coeficientes de Hill de cada una varian entre 1.0 

y 1.3. Sin embargo para determinar la existencia o no de cooperatividad, calculamos el 

valor de la ordenada de Whitwhead( 70 ), el cual corresponde a una constante de la 

fraccién de sitios ocupados (en estado estacionario), y que es equivalente en el equilibrio 

solo si X=v/Vmax. En la figura 15 A presentamos el grafico de Whitehead obtenido para 

una concentracién de activador de 20 pM. En él podemos observar que la pendiente es 

cercana a cero, lo cual indica que los datos se ajustan a la ecuacién de Michaelis. Para 

las demas concentraciones del activador se obtuvieron graficos con la misma tendencia
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Figura 13. Espectro de dicroismo circular de !a desaminasa de corteza renal de bovino. 

EI experimento se realizé en amortiguador de fosfato de sodio pH 7.5, en una celda con 

paso de luz de 0.1 cm. La linea de base se obtuvo usando el amortiguador de fosfato. 
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Figura 14. Activacién de la GICN6P desaminasa de bovino. 
Se muestran la variacién de la keat en funcién de la concentracién de sustrato a diferentes 
concentraciones de GIcNAc6P (activador alostérico). 
Las concentraciones son:( @) cero; (O ) 2 uM; (A) 5 uM; (4) 10 uM; (0) 20 uM y (Mm) 50 
BM. 
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Figura 15. A. Grafico de Witehead correspondiente a una concentracién de GIcNAc6P de 
20 uM, de la desaminasa de bovino. B. Grafico de la Ky aparente en funcién de la 
concentracién de activador alostérico. 
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de los puntos. En la figura 15 B mostramos la variacién de la K, aparente en funcién de 

la concentracién de activador. Es de esperarse que el valor de esta constante no cambie 

al variar la concentracién de activador en un sistema V puro. De igual forma 

determinamos los cocientes globables de disociacién ( 71 ) los cuales representan 

también el valor de ta ordenada descrita por Whitehead, solamente que definidos para el 

caso de un dimero. Los valores también fueron constantes sobre todo el intervalo de 

concentraciones de sustrato. 

El siguiente paso en el estudio de la activacién de esta enzima, consistiéd en 

determinar la forma en que varian los valores de las k,.4 al aumentar la concentracién 

del activador. Como se puede observar en la figura 16 los valores para la k-a varian 

hiperbélicamente en funcién de la concentracién de GIcNAc6P. Sin embargo, de acuerdo 

al modelo de Monod la forma de la curva de este regrafico correspondiente a un sistema 

V puro es sigmoide. Esta discrepancia nos oblig6 a determinar mediante un método mas 

directo, la forma en la que se une el activador a la desaminasa de bovino. Esto lo 

resolvimos midiendo Ia unién de la“*C-GIcNAc6P a la enzima. La curva de unién de “*C- 

GIcNAc6P obtenida mediante ultracentrifugacién, como se describid en material y 

métodos se muestra en la figura 17. Como observamos, la unién es cooperativa con un 

coeficiente de Hill maximo de 1.55 + 0.31 y una [GICNAC6P])5 de 95.6 + 7.2 uM y la 

estequiometria a saturacién de activador es cercana a 6 moléculas de éste ( 6.4 + 2.3) 

por molécula de enzima. Resumiendo, ta unién del activador presenta una cinética 

sigmoide, como corresponde a un sistema V de acuerdo al modelo de Monod, pero la 

variacién de la k. en funcién de la concentracién del activador es hiperbélica, cuando 

se espera que fuera también sigmoide. 

2.- La reaccion reversa. 

En este sentido de la reaccién, también se observa un intenso efecto V, como 

se observa en la figura 18. Por otro lado, los patrones de velocidad inicial (figura19) 

muestran un conjunto de lineas que se intersectan por debajo del eje del reciproco de la 

concentracién de sustrato. Los datos se ajustaron a la ecuacién para un mecanismo 
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Figura 16. Variacién de la Akca en funcién de la concentracién del activador alostérico de fa 

GIcN6P desaminasa de bovino. 

Akcat corresponde a los valores de la constante catalitica para cada concentracion de 

activador obtenidos de la figura 13, restando el valor de la Kear en ausencia de activador 

alostérico. Los datos se ajustaron a la ecuacién de Michaelis y los parametros son: Kd para 

el activador de 17.5+0.3 uM y Kear 61.64+3.6 s”' para el hexamero. 
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Figura 17. Curva de unién de “C-GIcNAc6P a la desaminasa de bovino. 
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Figura 18. Variaci6n de la Kee en funcién de la concentracién de Fru6P(sentido 

biosintético). La cinética se realiz6 variando la concentracion de FruGP, y a una 

concentracién de amonio de 50 mM. ( 0) corresponde a ia cinética con 50 mM de GIcNAc6P; 

(© ) corresponde a Ia cinética en ausencia de activador alostérico. Los datos se ajustaron a 

la ecuacion de Michaelis. 
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Figura 19. Patrones de velocidad inicial de la reaccién, en sentido biosintético. 
A. La concentracién de amonio se varié a diferentes concentraciones de Fru6P (1, 2, 5 y 10 
mM ). B. La concentracién de Fru6P se varié a diferentes concentraciones de amonio ( 0.5, 
1,2,5y10mM).



secuencial birreactante en condiciones de estado estacionario ( 34 ), que es la misma 

relacién correspondiente a un mecanismo de equilibrio rapido al azar. Los valores de los 

parametros calculados para la desaminasa de bovino son: k, 5.8 + 0.4 s', Kn free 9.9 

£0.4mM y Ka nna 3.7 + 0.8 mM. Estos valores comparados con los de la desaminasa 

de E. coli nos indican que la K,, para la fructosa es mayor en el caso de la desaminasa 

de bovino, pero la afinidad de ésta por el amonio, es casi 6 veces mas grande que la de 

la desaminasa bacteriana 

Cinética de la desaminasa Humana recombinante y de la mutante 268 S. 

La activacién por GicNAc6P de ambas enzimas se muestra en las figuras 20 y 

21. La desaminasa humana recombinante expresada en E. coli, presenta el mismo 

comportamiento que la desaminasa de corteza renal de bovino respecto a la forma de 

activacion por Ja GICNAc6P. La activacion de !a enzima por el ligando alostérico fue de 

casi 25 veces con respecto a la k.a de la enzima en ausencia de activador; !a Ky, para 

el ligando alostérico fue 14.62 + 2.4 uM. Este valor se determiné de Ja misma manera 

que para la desaminasa de bovino. Como se puede observar en la tabla 3, los valores de 

las Ky de la desaminasa humana no muestran una variacién muy grande, ni alguna 

tendencia clara a disminuir o aumentar. Estos datos sugieren que la desaminasa humana 

también es un sistema alostérico V puro. En el caso de la desaminasa humana 

recombinante pero truncada en el residuo 268 (268 S), la eliminacién de los ultimos 21 

tesiduos de la cadena peptidica produjo una enzima en la que se pierde el efecto 

heterotrdpico, es decir, !a enzima parece estar permanentemente activada en el estado R 

(figura 21 ). No obstante, la afinidad por el ligando alostérico esta conservada ya que 

esta mutante se purificé por medio de cromatografia de afinidad por el sitio alostérico y fa 

elucién de la columna se realiz6 con la misma concentracién de GIcNAc6P libre utilizada 

para las desaminasas humana recombinante (no truncada) y de rifién de bovino. La 

desaminasa humana truncada no muestra activacién en relacién a su afinidad por el 
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sustrato, ni en su Kea. en todo el intervalo de concentraciones de activador que 

exploramos (tabla 4 ). 
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[GICNAc6P] Km Keat 
uM mM s" 

0 0.57+0.12 0.42+0.09 

10 0.16+0.05 7.141.02 

20 0.17+0.06 8.5+1.1 

100 0.19+0.04 8.8+0.6 

500 0.33+0.08 9.9+0.91 

1000 0.29+0.1 10.2+2.01     
    
Tabla 3. Parametros cinéticos de la GIcN6P desaminasa humana recombinante, a diferentes 
concentraciones de activador alostérico. La concentracién de enzima fue 10 nM, y los datos 
se ajustaron a la ecuacién de Michaelis. 
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[GIcNAc6P] Km Keat 
uM mM s" 
0 0.34+0.03 2.39+0.73 
2 0.47+0.09 2.42+0.82 
10 0.28+0.05 2.27+0.4 
20 0.22+0.02 2.4+0.031 
50 0.26+0.03 2.49+0.21 
100 0.26+0.1 2.28+0.41 
1000 0.19+0.02 1.78+0.6 
  

Tabla 4. Parametros cinéticos de la GIcCN6P desaminasa humana truncada en el residuo 268 
a diferentes concentraciones de activador alostérico. La concentracién de enzima fue 10 nM, 
y los datos se ajustaron a la ecuacién de Michaelis. 

 



  

C) En cuanto a la distribucion de la enzima en el rifién. 

lnmunohistoquimica de cortes de tejido renal de bovino. 

Cuando los cortes de tejido renal se analizaron con anticuerpos fiuorescentes 

anti GICN6P desaminasa de E. coii, la fluorescencia se encontré casi exclusivamente en 

la corteza renal, principalmente en los glomérulos (figura 22 A). Los controles sin 

embargo, mostraron un poco de marca inespecifica a nivel glomerular. La morfologia de 

las células que incorporaron la marca fluorescente es caracteristica de las células 

denominadas podocitos, cuya funci6n es sintetizar, junto con las células endoteliales, la 

matriz anidénica glomerular, rica en heparan sulfato, la cual, debido a su gran cantidad de 

cargas eléctricas negativas, disminuye la filtracién de proteinas a nive! glomerular 

( 72, 73 ). Se encontré ademas que algunas células de! epitelio cubico de los tubulos 

colectores que descienden hasta la médula renal también fueron positivas para la 

reacci6n de la proteina con los anticuerpos fluorescentes (figura 22 B ). Sin embargo, no 

se detecté reaccién positiva en los tibulos contorneados proximales, en donde 

recientemente se determiné que también se expresa la enzima ( 74 ). 
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Figura 22. inmuno deteccién por fluorescencia de la desaminasa de bovino en cortes de 
rihén de la misma especie. A. corte de la corteza renal, en donde se aprecia reaccién 
positiva a nivel glomerular. B. Corte de médula renal, se observan algunas células positivas 
en el epitelio de los tubulos colectores. 
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Discusi6n. 

La GIcN6P desaminasa humana, expresada en E. coli, tiene el mismo peso 

molecular que su homdloga de bovino y presenté el mismo comportamiento cinético que 

ésta; lo cual indica que, atin cuando no conocemos ta secuencia aminoacidica completa 

de la desaminasa de bovino, sus estructuras primaria y terciaria deben ser casi idénticas 

a las de la humana, como se observa en el caso de la alta identidad que existe entre las 

desaminasas humana y de hamster. Esto sugiere que en los mamiferos ef gen de esta 

enzima esta particularmente conservado. La GIcN6P desaminasa de corteza renal de 

bovino y la humana recombinante, son ademas, proteinas que tienen alto grado de 

homologia con la desaminasa de E. coli, la cual, a diferencia de las primeras es un 

sistema alostérico tipo K clasico. La homologia puede evidenciarse cuando se analizan 

los siguientes puntos: 

1.- Existe una clara similitud en la secuencia de los primeros 42 residuos de los extremos 

amino de la desaminasa de bovino con las demas desaminasas secuenciadas hasta 

ahora. 

2.- La estructura primaria de las cinco GicN6P desaminasas esaté muy conservada 

( anexo 1). 

3.- En todos los miembros de esta familia se conservan los aminoacidos esenciales para 

la catalisis, los del sitio alostérico y los de los contactos entre los monémeros, con 

excepcién de la desaminasa de C. albicans, la cua! no tiene propiedades alostéricas. 

4.- Por otra parte, el espectro de dicroismo circular es muy parecido entre las 

desaminasas de bovino y de E£. coli, lo cual indica que pertenecen a ta misma familia 

estructural ( proteinas a/B; 75 ). 
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5.- Finalmente, los anticuerpos desarrollados contra la desaminasa de E. coli reconocen 

a la desaminasa de bovino, lo cual indica que existe conservacién de epitopes entre 

ambas (fig. 5 ). 

No obstante y, a pesar de dicha homologia, las GICN6P desaminasas humana y 

de corteza renal de bovino presentan un tipo de activacién alostérica poco comin y 

notablemente diferente al mostrado por las desaminasas de E. coli y de rifion de perro; y, 

son dos ejemplos de sistemas alostéricos V positivos puros, probablemente los Unicos, 

descritos hasta ahora. Ademas, son un modelo interesante para el andlisis de como y por 

qué ocurrid durante la evolucién, un cambio tan drastico en ef mecanismo de activacion 

entre estas enzimas, siendo que existe conservacién de sus genes a lo largo de la 

escala filogenética. El significado fisiolégico de la activacién tipo V de la enzima renal de 

bovino no esta claro todavia, pero es importante hacer notar que !a regulacién por medio 

de enzimas que modifican la afinidad por su sustrato en respuesta a moduladores 

alostéricos, ofrece gran flexibilidad en cuanto a los cambios en las concentraciones de 

ligandos en el microambiente que las rodea. En tanto que los sistemas V, tienen una 

respuesta semejante al tipo todo o nada, esto significa que pequefias variaciones en la 

concentracién del ligando alostérico afectan en forma importante la actividad catalitica de 

la enzima, sin que los efectos homotrépicos ( por ef sustrato ) participen 

significativamente en la regulacién. Por ello, la regulacién alostérica tipo V timita la 

flexibilidad de regulacién de la enzima. Con relacion al sentido biosintético de la 

reacci6n, observamos el mismo efecto V ( figura 18). Los parametros cinéticos muestran 

que la enzima de bovino tiene la K, para el amonio casi seis veces menor que la 

desaminasa de E. cojf, mientras que la K, para la Fru6P, aunque mayor en ta 

desaminasa de bovino, es casi igual para ambas desaminasas; este hecho, indica que 

la enzima de mamiferos podria tener algun papel en la eliminacién de iones amonio en 

los tejidos que !a expresan ( 76 ). También es importante indicar que los patrones de 

velocidad inicial mostrados por la enzima de bovino son diferentes a los descritos para la 

desaminasa de E. coli, (5 ) esto sugiere que, probablemente el mecanismo cinético es 

diferente entre ambas enzimas, no obstante con los resultados obtenidos no nos es 
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posible proponer un modelo cinético, ya que tendriamos que conocer los patrones de 

inhibicién por producto. 

Otro punto importante en esta discusién es que la desaminasa renal de 

bovino no se ajusta completamente al modelo de Monod. Esto se basa en el hecho de 

que la forma en la que varia la keg. en funcién de la concentracion de activador, es 

hiperbdlica y no sigmoide como se espera de un sistema V en el modelo de Monod (33, 

34 ). Sin embargo, la curva de unién del ligando alostérico a la enzima si muestra una 

curva sigmoide. Este aspecto debe dar lugar a la proposicién de un modelo que explique 

el comportamiento cinético de la enzima de bovino, y para ello, sera de gran utilidad 

determinar la forma en que se une el inhibidor competitivo radioactivo a la enzima, 

utilizando la misma estratégia que usamos con al activador alostérico. El valor de la Keat 

de la desaminasa de bovino en e! sentido desaminante de la reaccién, a concentracion 

infinita de activador es un orden de magnitud menor que la correspondiente de la 

desaminasa de E.coli, pero la K,, de la enzima de bovino para la GicN6P es también un 

orden de magnitud menor por lo que la eficiencia catalitica de ambas es similar. Este 

mismo caso se encontro con la desaminasa de rifién de perro y la desaminasa de E.coli 

( 37 ). En este punto, es importante hacer notar la segunda diferencia importante 

encontrada en este estudio, la cual se refiere a la mayor masa molecular relativa del 

mondmero, tanto de la desaminasa humana como de la de rifién de bovino con respecto 

a las de bacterias y a la de rifidn de perro. A partir del andlisis de la secuencias de la 

desaminasa humana y de las desaminasas bacterianas, determinamos que el mayor 

peso molecular de la primera, se debe a la adicién de un segmento de 23 aminoacidos 

localizado en el extremo carboxilo terminal de la cadena polipeptidica. Esto corresponde 

a los 2500 Da de diferencia entre las desaminasas encontrados mediante técnicas 

electroforéticas. El analisis de la secuencia de este segmento, nos permitié determinar 

que existe un enlace peptidico particularmente vulnerable en un medio moderadamente 

acido, el del Asp” y la Pro**. Esto nos motivé a investigar si ésta pudiera ser la 

explicacién del menor peso molecular del monémero de la GICN6P desaminasa de rifién 
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de perro, ya que el proceso de purificacién de ésta se realiza a pH de 5.7, el cual 

podemos considerar moderadamente acido y la enzima esta expuestd a este medio por 
a 

varias horas; ademas, debido a que la desaminasa de corteza renal de perro es un 

sistema K clasico, podriamos determinar también si la diferencia en el peso molecular 

tiene que ver con el cambio en el tipo de activacién alostérica. De tal forma que tratamos 

a la enzima humana recombinante con un amortiguador de acetato de potasio 100 mM 

pH 5.7, por 24 horas a 4° C, para determinar si ocurria algin cambio en el peso 

molecular y en el tipo de activaci6n alostérica. Sin embargo, no se logré la protedlisis ni 

hubo algun cambio en ta activacién de la enzima. Ante esta situacién, decidimos 

enfrentar el problema con otra estratégia basada en el disefio de una mutante de la 

desaminasa humana recombinante, la cual se truncé por mutagénesis dirigida en el 

residuo 268 y cuyo peso molecular es practicamente ef mismo que el de la desaminasa 

de E. coli y de la desaminasa de rifion de perro (figura 5), sin embargo, no presenté ei 

cambio en el tipo de activaci6n de K a V como esperabamos. En lugar de ello, result6 

una forma de la enzima permanentemente activada que no responde a modificaciones 

en la concentracién de activador ( tabla 4, figura 21), pero sigue siendo capas de unir al 

ligando alostérico, ya que esta enzima también se purificé mediante la cromatrografia de 

afinidad por el sitio alostérico empleada para las otras desaminasas. Estos datos en 

conjunto nos sugieren que la activacion alostérica diferente entre las desaminasas de 

perro, E. coli y ta humana o de bovino, no se debe simplemente a la presencia o no de 

esos 23 residuos del C-terminal, sino que es un proceso mas complejo y que 

probablemente participen en la transicién alostérica residuos de otros segmentos de la 

cadena o de otro monémero. Para aclarar estos aspectos estructurales y su correlaci6n 

con la funcién de la enzima, se requerira del conocimiento de las estructuras secundaria 

y terciaria de la desaminasa humana, asi como realizar experimentos encaminados a 

determinar si existe fosforilacion de la desaminasa humana en alguno de los sitios 

potenciales que se encuentran en esta regién de la proteina, ya que, en ese caso se 

abriria la posibilidad de regulacion de la actividad de esta enzima a nivel de factores que 

controlan estas modificaciones postraduccionales. Una explicacién alternativa para 
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explicar el hecho de encontrar desaminasas distintas en masa molecular y en el tipo de 

activacion alostérica entre mamiferos ( perro y bovinos), seria la existencia de mas de un 

gen para esta enzima, sin embargo, recientemente se determinéd la localizacién de! gen 

de la desaminasa humana mediante hibridacién in situ, y sélo se encontré un locus en el 

cromosoma 5 ( 17 ). Por otro lado, actualmente se esta realizando la construccién del 

modelo cristalografico del conformero R de la desaminasa humana y los resultados 

preliminares indican que la hélice 8 en ta desaminasa de bacteria se continua e involucra 

a algunos residuos de los 23 extra que posee la desaminasa humana y que 

probablemente existen contactos entre ciertos aminodcidos de este segmento con 

residuos de! mondmero vecino ( Dr. Eduardo Horjales, comunicacién personal). El 

analisis comparativo de las secuencias de las desaminasas bacteriana y humana 

también mostré que los residuos cataliticos y alostéricos estan conservados ( figura 9 ) . 

La Unica diferencia encontrada, es el residuo 44, que forma parte de las interacciones del 

inhibidor competitive con la enzima. La Gly“ en la desaminasa de E coli cambia por Ser 

en la humana. Este pequefio cambio puede tener algun significado en la afinidad de la 

enzima por el sustrato, ya que la serina puede formar un puente de hidrégeno que la 

glicina no podria. De hecho existe una diferencia detectada experimentalmente en 

cuanto a la capacidad de ambas proteinas a unirse a la celulosa fosfato, una resina que 

actua como matriz de afinidad por el sitio activo de las desaminasas de mamiferos y a 

la cual, la desaminasa de E. coli no es capaz de unirse. Otro residuo importante es la 

Ty? la cual esta implicada en la funcién alostérica de la desaminasa de E coli, y 

también esté conservada en la desaminasa humana. Esto es importante porque 

recientemente se demostré que el cambio de este residuo por Phe, produce una enzima 

que se comporta como un sistema alostérico mixto ( 52 ); es decir, que la sustitucién de 

un solo residuo afecta el comportamiento cinético de la enzima. La desaminasa humana 

no tiene mas cambios en los aminoacidos importantes detectados hasta ahora con 

respecto a la enzima de bacteria, por lo que tampoco se puede explicar su diferente tipo 

de activacién alostérica con estas simples consideraciones. El predominio de los 

sistemas K, en la naturaleza sugiere que existe una presion de seleccién que favorece a 
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este tipo de regulaci6n, sobre los V o los mixtos ( 38 ). Sin embargo en algunos trabajos 

se ha demostrado que pueden producirse alteraciones en la cooperatividad o 

desviaciones del comportamiento “K puro” a través de modificaciones por mutagénesis 

sitio dirigida (52, 77, 78 ). 

La transicion alostérica de la desaminasa de E.coli y de la desaminasa de 

mamiferos probablemente no sea igual. AGn cuando el movimiento de las subunidades 

produce un estado catalitico mas activo en ambos casos, es probable que el conformero 

R heterotrdpico sea diferente al R homotrépico en las desaminasas humana y de bovino. 

En el estudio de los grupos sulfhidrilo de la desaminasa de bovino encontramos una 

evidencia que apoya fuertemente esta posibilidad, ya que el tiol expuesto o reactivo de la 

desaminasa de rifién bovino es protegido parcialmente por el ligando alostérico, pero el 

inhibidor competitivo a concentraciones saturantes no tiene ningdin efecto protector. En 

cambio, en ta desaminasa de bacteria, los dos tioles expuestos se protegen totalmente 

por los ligandos heterotrépicos y homotrépicos. Una explicaci6n alternativa del fendmeno 

observado con la reactividad de los tioles es que el efecto protector de ia GICNAC6P esté 

en relacién con su unién a! sitio alostérico y no sea una consecuencia de la transisién 

alostérica como en la desaminasa bacteriana. En cuanto a los grupos tioles encontramos 

otra diferencia estructural importante entre la desaminasa bacteriana y la humana, ya 

219 de una que la desaminasa de E.coli tiene al menos parcialmente oxidadas las Cys 

subunidad con el mismo residuo del monomero vecino { 8 ); en tanto que, la desaminasa 

de mamiferos no tiene Cys en la posicién 219 y como demostramos, ta desaminasa de 

bovino carece de enlaces disulfuro entre subunidades. La localizacién de la enzima que 

determinamos en cortes de rifién de bovino no concuerda con fa tocalizacién reportada 

por Wolosker ( 74 ). En este trabajo determinaron que la desaminasa se localiza en 

rifiones de rata principalmente en la regién apical de las células epiteliales del tubulo 

contorneado proximal, y proponen que la actividad de la enzima esta relacionada con la 

incorporacién de los atomos de carbono provenientes de los aminoazucares a la via 

glicolitica, para la obtencién de energia, la cual seria utilizada en parte para los procesos 

de transporte activo que realizan esas células. Nuestros resultados indican que la 
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desaminasa posiblemente se exprese en los podocitos del glomérulo. Estas células 

deben tener una sintesis activa y también vias catabdélicas para los aminoaztcares, ya 

que estan asociadas al recambio de la matriz extracelular rica en heparan sulfato ( 32 ). 

Una alternativa probable es que la expresién de la enzima fuese diferente en rifiones 

humanos y bovinos, y para discutir este punto, habria que considerar otros factores 

como la dieta, mecanismos de excrecién renal de sustancias, reabsorcion de las mismos, 

etc. que estan fuera del alcance del presente trabajo. Finalmente, es importante 

mencionar que en trabajos recientes se ha relacionado a la GIcN y a la actividad de la 

GIcN6P sintasa con algunas alteraciones renales en la sintesis del proteoglicano del 

heparan sulfato en la matriz extracelular glomerular y que tienen que ver con cambios 

inducidos por hiperglicemia. Sin embargo, en estos trabajos no se ha mencionado el 

papel que podria tener la GICN6P desaminasa renal en dichos procesos. Es posible que 

en los mamiferos la regulacién de fa expresién de tos genes que codifican para ambas 

enzimas sea semejante a lo que sucede en Jas bacterias, es decir, cuando la sintasa esta 

activa, la expresi6n de la desaminasa debe estar inhibida de alguna manera. En 

concordancia con esto, las actividades de la desaminasa y sintasa en rifién muestran 

una relacién inversa, siendo mas activa la desaminasa. Sin embargo, en el higado, la 

relacién inversa entre ambas se mantiene, pero la enzima predominantemente activa es 

la sintasa (79 ). Esto indicaria que en fos animales ademas existe una separacién de la 

actividad de ambas enzimas mediante su expresi6n diferencial en distintos tejidos.



  

Conclusiones. 

1.- En el presente trabajo, purificamos a homogeneidad a la GicN6P desaminasa de 

corteza renal! de bovino, asi como la desaminasa humana recombinante y determinamos 

que ambas son activadas por la GIcNAc6P por medio de un incremento en la Keat y sin 

modificar la Kp - Esto permite clasificarlas como sistemas V positivos de acuerdo a la 

nomenclatura de Monod y cols. 

2.- El peso molecular de la subunidad de fas desaminasas humana y de bovino es 2 500 

Da mayor al correspondiente de la desaminasa de E. coli. 

3.- La diferencia en el peso molecular se debe a la presencia de un segmento de 23 

aminoacidos localizado en el extremo C-terminal de la desaminasa de mamiferos. 

4.- La desaminasa de rifién de bovino se localizo principalmente en la corteza, a nivel de 

los glomérulos especificamente en las células denominadas podocitos. 

5.- La eliminacién de 21 aminoacidos del C-termial de la enzima humana no cambio el 

tipo de activacién de un sistema V a uno tipo K. No obstante, la enzima truncada perdiéd 

la activacién heterotrépica por GIcNAc6P. 

6.- El presente trabajo constituye la primera demostraci6én de un mecanismo de 

activaci6n alostérica diferente entre GICN6P desaminasas de diversas especies, a pesar 

de que son proteinas homédlogas; to cual constituye un punto interesante para estudiar a 

futuro, ya que podria ayudar a entender los cambios conformacionales en esas 

proteinas.



  

Perspectivas. 

Atin cuando ya hemos hecho mencién de algunos aspectos que son 

importantes para ta continuacién del presente trabajo, tanto en los resultados como en la 

discusién, es importante subrayar algunas consideraciones que se derivan de este 

trabajo. Primeramente, es importante obtener datos experimentales que permitan 

proponer un modelo cinético que explique el comportamiento de las desaminasas 

humana y de bovino. Para ello sera de gran utilidad determinar la forma que tiene la 

curva de unién de! sustrato a la enzima humana. Esto se puede lograr mediante el 

empleo del inhibidor competitivo radioactivo(GIcN-ol-6P), 0 bien, de la Fru6P y el amonio 

por separado. Ademas esto podria aportar datos en cuanto al mecanismo cinético de la 

desaminasa de mamiferos. Queda también por aclarar el papel que pueden tener 

algunos de los 23 residuos localizados en el extremo C-terminal de la desaminasa 

humana en el tipe de activacién diferente encontrado, asi como los posibles mecanismos 

que podrian existir para la regulacién ( fosforitacién, protedlisis limitada u otro). En este 

sentido, el estudio cristalografico de la desaminasa humana, asi como los experimentos 

de fosforilacion in vitro, podran aportar resultados que nos permitan aclarar estos 

aspectos. Por otra parte, es importante iniciar un estudio encaminado a determinar el 

papel fisiolégico que tiene esta enzima en diferentes tejidos de los mamiferos, 

principalmente en rifién. Para dicho objetivo es importante contar con un modelo 

experimental en animales que permita manejar adecuadamente algunos estados 

metabdlicos como la acidosis o la alcalosis metabdlica, la produccién quimica de 

diabetes mellitus o la modificacién de factores nutricionales, con el fin de determinar sila 

actividad de la enzima se modifica en esas circunstancias. En este sentido, hemos 

probado el tejido renal de la rata, y hemos encontrado una buena actividad de la 

desaminasa en él. Finalmente, considero de especial interés iniciar el estudio de !a 

regulacién de la expresién del gen de la desaminasa. La expresién selectiva de la 

desaminasa en et tejido renal, y en el cerebro, invitan a determinar los mecanismos que 
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reprimen su transcripcién en otros tejidos, pero también es interesante estudiar los 

mecanismos que regulan los niveles de transcripcién en tas células que expresan la 

desaminasa. Para iniciar esta linea de investigacién es importante contar con una sonda 

dirigida contra una regién de la secuencia nucleotidica que sea muy especifica de la 

desaminasa, la cual podria ser la regién de la hélice3 19 0 la regién carboxilo terminal, la 

cual no tiene semejanza con otras secuencias almacenadas en el Gene Bank. Esto 

permitiria ta hibridacién tanto de DNA como del RNAm del gen y de esta manera poder 

cuantificar los niveles del transcrito. Adicionaimente debemos contar con anticuerpos 

contra la desaminasa humana para determinar en forma mas precisa los niveles de 

expresién en la cétula.
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Alineamiento multiple de las secuencias de la GICN6P desaminasa 
conocidas hasta la fecha. 
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Abstract 

The enzyme glucosamine-6-phosphate deaminase from beef kidney has been purified to homogeneity by allosteric-site 

affinity chromatography. Its amino acid composition and the N-terminal sequence (1-42), were obtained. The amino acid 

sequence of this segment is essentially identical to the corresponding regions of the human and hamster glucosamine-6- 

phosphate deaminases. The beef enzyme is a hexamer of 32.5 kDa subunits; this is nearly 2.5 kDa higher than the molecular 

mass of the homologous enzyme from Escherichia coli. Beef kidney deaminase exhibits a notable difference from the bacterial 
enzyme in its allosteric activation by N-acetylglucosamine 6-phosphate This metabolite, which is also is the allosteric 

activator of the bacterial glucosamine-6-phosphate deaminase, activates the enzyme by increasing its k,a, without any change 

in the Km values for glucosamine 6-phosphate, over a wide range of activator concentration. This observation places beef 

kidney deaminase in the class of V-type allosteric systems. © 1998 Elsevier Science B.V. All rights reserved. 

Keywords: Glucosamine-6-phosphate deaminase; Allosteric control; Allosteric V-system 

  

1. Introduction 

The enzyme glucosamine-6-phosphate deaminase 

(GIcN6P isomerase-deaminase, EC 5.3.1.10), which 

converts glucosamine 6-phosphate (GIcN6P) into 

fructose 6-phosphate (Fru6P) and ammonia, is an 

Abbreviations: NbS:, 5-5’-dithiobis-(2-nitrobenzoate): 

GIcN6P, p-glucosamine 6-phosphate; GlcNAc6P, N-acetyl-p-glu- 

cosamine 6-phosphate; Fru6P, p-Fructose 6-phosphate, GlcN-ol- 

6P, 2-deoxy 2-amino p-glucitol 6-phosphate 

* Corresponding author. Fax: +52 (5) 616-2419; 
E-mail: mario@bq.unam.mx 

' Present address: Departamento de Bioquimica de Patogenos, 
Centro de Estudios sobre Enfermedades Infecciosas (CISEN), 
INSP, Cuernavaca, MOR, 62508, Mexico. 

important enzyme for the regulation of amino sugar 

catabolism in several organisms. In the bacterium 

Escherichia coli, this regulation has been well char- 

acterised and occurs both at the level of gene expres- 

sion [1} and by means of the allosteric control of 

deaminase function [2]. The amino sugar degradative 

genes are encoded by the nagE-nagBACD operons, 

which are turned on when the bacteria grow on ami- 

no sugars as carbon source. The inducer of the reg- 

ulon, which prevents NagC binding to its operators, 

is N-acetylglucosamine 6-phosphate (GicNAc6P) [3]. 

Simultaneously, expression of gimS, the biosynthetic 

gene encoding GlcN6P synthase, is decreased [1,4]. 

The allosteric control of GlcN6P deaminase is ex- 

erted by the activating effect of the allosteric effector, 

GIcNAc6P [2,5,6}. £. coli deaminase is a hexameric 

homopolymer of 29.7 kDa subunits and the structure 

0167-4838/98/§ - see front matter © 1998 Elsevier Science B.V. All rights reserved. 

PII: S0167-4838(98)00141-1
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of its R conformer has been obtained from crystallo- 

graphic data. Its six subunits appear arranged as a 

dimer of trimers with an internal 32 symmetry. Its 

monomers have an open o/f fold which has been 

described as a modified NAD-binding domain [7]. 

In contrast, GlcN6P deaminase from the yeast Can- 

dida albicans is a dimer and lacks any allosteric prop- 

erties (8]. Although GIcN6P deaminase has been 

mainly studied in micro-organisms, it has also been 

found in several higher eukaryotes, such as insects 

[9,10] and mammalian tissues [5,11] and it has been 

purified from dog kidney cortex [12]. The putative 

gene for human GlcN6P deaminase has been cloned 

from cDNA of myeloid cells and normal melano- 

cytes (locus nag] human, Swissprot accession num- 

bers P46916 and N46023, respectively. The sequences 

are identical). The enzyme from hamster sperm cells 

has been recently purified and its gene subsequently 

cloned and sequenced [13]. Both human and hamster 

GIcN6P deaminases have 289 amino acid residues 

and their sequences are homologous to the first 258 

residues of E. coli deaminase. The 1-258 segment 

contains all groups shown to be relevant for catalysis 

and intersubunit contacts in the bacterial deaminase 

molecule [7]. 

Allosteric activation by GlcNAc6P is observed in 

all known animal deaminases studied so far. The 

allosteric control of dog kidney GlcN6P deaminase 

is essentially similar to that of the E. coli enzyme. 

The kinetics of both E. coli [14} and dog kidney 

deaminases [12] can be well described by the con- 

certed allosteric model of Monod et al. (MWC mod- 

el, [15]). These enzymes behave as K-systems, which 

means that the allosteric control operates through 
the modification of the apparent affinity of the en- 

zyme for its substrate, without changing its catalytic 

constant. With the purpose of extending our studies 

of eukaryotic GlcN6P deaminases, we started a 

search for a convenient source of a mammalian 

GIcN6P deaminase allowing us to prepare sufficient 

amounts of the protein for structural studies. We 

found that beef kidney cortex is rich in this enzyme 

and suitable for the preparation of milligram 

amounts of the enzyme. The study of this enzyme 

revealed that it displays interesting and unusual ki- 

netics: it behaves as an allosteric V-system, in which 

the value of kea:, increases with the allosteric activa- 

tor concentration. Because of this remarkable regu- 

latory behaviour, beef kidney GicN6P deaminase is 

an interesting model to analyse the evolution of the 

allosteric control in these enzymes. 

2. Materials and methods 

2.1. Kidneys 

Beef kidneys from animals about 6 months old 

were obtained from a slaughterhouse, placed in 

crushed ice and transported to the laboratory for 

immediate processing. 

2.2, Chemicals and biochemicals 

Most biochemicals were purchased from Sigma- 

Aldrich (Mexico) or were reagent-grade products. 

Cellulose phosphate P11 was from Whatman, UK. 

The affinity chromatography gel, N-6-aminohexanoyl 

glucosamine 6-phosphate agarose was prepared as 

described [2]. The synthesis of the inhibitor 2-de- 

oxy-2-amino p-glucitol 6-phosphate (GlcN-ol-6P), 

and the allosteric activator GlceNAc6P were carried 

out as previously described [14]. 

2.3. Assays 

GIcN6P deaminase was assayed in the forward 

direction of the reaction (deamination of GicN6P), 

using a previously described procedure {2}. The re- 

verse of this reaction, ie. the formation of GlcN6P 

from Fru6P and ammonia, was measured by means 

of the colorimetric determination of the GicN6P ac- 

cording to Levy and Mac Allan [16], as described [2]. 

In the latter assay, GICNAc6P, the allosteric activa- 

tor of the enzyme, interferes with the measurements. 

Nevertheless, using appropriate blanks, it was possi- 

ble to explore the kinetics of the reverse reaction in 

the presence of GlcNAc6P, up to 0.5 mM. Reaction 

rates were measured at 30°C in 50 mM Tris-HCl 

buffer, pH 7.7. 

Protein concentration in crude or partial purified 

fractions was determined by the dye-binding proce- 

dure of Bradford [17]. The concentration of the en- 

zyme in pure preparations was calculated from the 

absorbance at 280 nm of its solution in 0.1 M Tris- 

HCl buffer, pH 7.7. The molar absorption coefficient 
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used was 18.8 10* M7! cm7!; this value was calcu- 
lated as described below. The binding curve of '*C- 
labelled GicNAc6P to the enzyme was determined by 

ultracentrifugation. The procedure was essentially 

the one described by Howlett et al. [18]. Samples 

(200 pl) containing the enzyme and the ligand were 

centrifuged for 4 h at 30°C and 195000 xX g in a Beck- 

man Optima XL-100K ultracentrifuge using the 

42.2 Ti fixed-angle rotor (rm 10.85 cm). The rotor 

was decelerated without braking, taking nearly 3.5 h 

to stop. Samples contained a final concentration of 

2.5 mg ml7! of dextran (Sigma D4571, average M, 

81600) to reduce the convective mixing of the sedi- 

mented protein. A 70 ul aliquot was taken for scin- 

tillation counting. In our hands, this method gives 

more accurate results than equilibrium dialysis or 

flow dialysis. 

Kinetic and binding data were fitted to different 

equations using the programme Enzfitter by Robin 

J. Leatherbarrow (Elsevier 1987), or the programmes 

developed by W.W. Cleland (19] in a version written 

in BASIC and obtained from the author’s labora- 

tory. 

2.4. Enzyme purification 

Beef kidney GlcN6P deaminase was purified using 

a procedure that was modified from one already re- 

ported for the isolation of the enzyme from dog kid- 

ney cortex [12]. Changes were only introduced in the 

chromatographic steps of the scheme. In the present 

procedure, the crude extract was applied to a cellu- 

lose-phosphate column equilibrated with 20 mM po- 

tassium acetate buffer (pH 5.9), and after washing, 
the enzyme was eluted with 0.2 M potassium phos- 

phate buffer (pH 7.4), containing 2 mM EDTA. The 

fractions with deaminase activity were then submit- 

ted to allosteric affinity-chromatography in N-6-ami- 

nohexanoyl glucosamine 6-phosphate agarose equili- 

brated with 100 mM Tris-HCl buffer (pH 8.2 at 

20°C) containing 2 mM EDTA. The bound enzyme 

was eluted with a 10 mM solution of GleNAc6P at 

PH 8.2, prepared in the same buffer. A single peak of 

protein was obtained which contains the pure en- 

zyme; the yield is in the range 50-60%, and the re- 

sulting enzyme was enriched 200 times with respect 

to the initial extract. We usually got 1.0-1.5 mg of 

deaminase for each 100 g of kidney cortical tissue. 

The pure beef enzyme was stored at —20°C in 50% 

glycerol containing 20 mM Tris-HCl buffer and 

2 mM EDTA, pH 8.2. Under these storing condi- 

tions the enzyme conserves its specific activity 

(12.0 pmol min7! mg~') for several months. 

2.5. Amino acid analyses and molar absorption 

coefficient 

The analyses of bovine GlcN6P deaminase to de- 

termine its amino acid composition and N-terminal 

sequence were carried out at the W.M. Keck Foun- 

dation Biotechnology Resource Laboratory (Yale 

University, New Haven, CT, USA). For amino 

acid analysis, the enzyme sample (100 ug) was dia- 

lysed against purified water and then lyophilised in a 

vacuum centrifuge. Hydrolysis was performed at 

150°C for 6 h in 6 M HCl. The sequence of the 

amino terminal fragment (1-42) was obtained by au- 

tomatic Edman sequencing. 

Cysteines were measured as the thiol groups react- 

ing with NbS:, as previously described [20]. The re- 

action mixture contained 100 mM Tris-HCl! buffer, 

2.5 mM EDTA, and 3 mM NbS; (pH 7.15, 20°C), 
and the reaction was started with the addition of the 

protein at a final concentration of 0.3 1M. Total 

thiol groups were measured in the presence of 

0.25% SDS. The protein molar concentration of the 

enzyme, required for these calculations and for the 

spectrophotometric determination of tryptophan res- 

idues, was initially obtained from the theoretical mo- 

lar absorption coefficient for human GlcN6P deami- 

nase in 6 M guanidinium chloride, pH 6.5, calculated 

according to Edelhoch (21] and corrected for native 

conditions as described by Gill and von Hippel [22], 

using the bovine protein. The result was then refined 

by sulphydryl titration data, as previously described 

[14]. The value obtained for the molar absorption 

coefficient of the native bovine GlcN6P deaminase 

at 280 nm and pH 7.7, was 18.810 M7! cm7!. 

2.6. High performance analytical gel filtration 

chromatography 

Gel filtration was carried out on a Protein-Pak 

300-SW column (Waters), equilibrated with 100 

mM Tris-acetate buffer at pH 7.5. Several pure pro- 

teins were used as molecular weight markers.
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2.7. Electrophoresis 

Electrophoreses under denaturing conditions were 

carried out according to Laemmli [23]. Electrophor- 

eses under non-denaturing conditions were per- 

formed in polyacrylamide gradient gels (3-27% 

CAP-Gels, ICN, OH, USA). The samples were pre- 

pared in a solution of 70 mM Tris base and 80 mM 

boric acid buffer containing 2.5 mM EDTA (pH 8.3), 

and ran in this buffer at 6°C at 180 V for 15 h. In 

each case, several proteins were used as molecular 

weight standards. Analytical isoelectric focusing 

was performed in 1251252 mm polyacrylamide 

gel slabs in a horizontal system (Multiphor LKB), 

using ampholytes covering the pH range 3—10 (Phar- 

malyte, Pharmacia). After focusing, pH was meas- 

ured on the gel surface and it was fixed and stained 

using standard methods. Immunoblots were made by 

the electrophoretic transferring of the deaminase 

from a SDS-PAGE, on nitrocellulose or PVDF 

membranes, and exposing them overnight to polyclo- 

nal rabbit antibodies developed against £. coli 

GIcN6P deaminase. Antibodies were detected by 

the alkaline phosphatase reaction, coupled to the 

second antibody (anti-rabbit IgG, Sigma). 

2.8. Circular dichroism (CD) spectrometry 

The CD spectrum of the enzyme was recorded in 

an Aviv 62DS CD spectrometer using an enzyme 

concentration of 0.1 mg ml~! in 25 mM sodium 
phosphate buffer, pH 7.5, in strength-free cells of 

0.1 cm light path. Mean residue ellipticities (OQnrw) 

were calculated taking into account a residue mean 

molecular mass of 112. The structural coefficients 

were calculated according to Chang and Yang (24]. 

3. Results and discussion 

3.1. Molecular weight and subunit composition 

Bovine GlcN6P deaminase has a subunit relative 

molecular mass of 32500 according to its mobility in 

polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of 

SDS. (Fig. 1A). The molecular mass of the native 

enzyme is 210000 as determined by HPLC gel filtra- 

tion, thus showing that the protein is a hexamer. The 
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Fig. 1. Electrophoretic purity of GlcN6P deaminase from beef 

kidney cortex. (A) Right lane: SDS-polyacrylamide gel electro- 

phoresis; total acrylamide, 11%, cross-linkage, 2.6%, sample of 

15 ug of enzyme. In the left lane, similar amount of E. coli 

GlcN6P deaminase was run. (B} Immunoblotting of bovine 

GIcN6P deaminase. A sample of 20 yg of pure enzyme was 

transferred from a SDS-PAGE gel onto a sheet of nitrocellulose 

paper. The used antibodies were developed in rabbits against E. 

coli GIcN6P deaminase. The position of molecular mass 

markers is indicated for lane A. 

same result was found by pore-gradient PAGE under 

native conditions. The isoelectric pH of this protein, 

determined by electrofocusing in polyacrylamide 

gels, is 5.9 (not shown). 

3.2. Amino acid composition 

The amino acid analysis of bovine kidney GicN6P 

deaminase is show in Tabie 1. The titration of thiol 

groups with NbS2 in the presence of SDS, indicates 

the existence of three cysteine residues per enzyme 

subunit. Only one thiol group per polypeptide chain 

(1.02 40.05) is reactive in the native protein, while 

two more sulphydryls react in the presence of 0.5% 

SDS (2.97£0.06 thiols per subunit). The modifica- 

tion with NbS, of the single reacting sulphydryl 

group under native conditions, followed pseudo- 

first-order kinetics and the enzyme at the end of 

the reaction is completely inactive. The second-order 

rate constant for the reaction of the exposed sul- 
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Table | 

Amino acid composition of GlcN6P deaminase from beef kid- 

ney 
  

Amino acid residues per 32.6 kDa (nearest integer) 
  

Asx 29 

Thr 16 

Ser 14 

Gix 25 

Pro 14 

Gly 22 
Ala 22 
Val 19 
Met 9 

le 17 

Leu 25 

Tyr 14 

Phe 17 
His ll 
Lys 22 

Arg 7 

Cys* 3 
Trp? 3 
Total residues 289 
  

*Determined by NbS; titration, as described in the text. 
Calculated from UV spectral data, using Edelhoch equation 

(21} and the estimated molar absorption coefficient, as described 

in the text. 

phydryl group is 1.72 M7! s~!. A similar value was 
reported for the reaction of Cys!''® and Cys? of E. 
coli deaminase [20,25]. This rate constant becomes 

six times smaller when the reaction is carried out in 

the presence of saturating concentration (2 mM) of 

the allosteric activator. The dead-end inhibitor 

GIcN-ol-6P did not protect this reactive sulphydryl 

group when present at a saturating concentration 

(rate constant of reaction with NbS2, 1.52 M7! 
s~!), Complete inhibition of the enzyme was also 

obtained using methyl-methane thiosufonate, thus 

suggesting that the inhibition of the enzyme is not 

due to steric effects produced by the introduction of 

a bulky group. Both reactive thiols in E. coli deam- 

inase are completely protected by homotropic or het- 

erotropic ligands, and this effect was discussed as a 

change of reactivity produced by the TR allosteric 

transition (20]. It is worth emphasising that the allos- 
teric activator only partially protects the single reac- 
tive thiol of the beef enzyme, and that the compet- 
itive inhibitor GlcN-ol-6P does not modify the 
reaction rate of the enzyme with NbS». This differ- 
ential effect of the homotropic and heterotropic lig- 

and on thiol reactivity of the beef deaminase, sug- 

gests that the structure of the fully homotropically 

activated enzyme (R homotropic conformer) and the 

fully heterotropically activated enzyme (R_hetero- 

tropic conformer) are not structurally identical. An 

alternative explanation is that the protective effect of 

GIcNAc6P is related to its binding to the allosteric 

site, and it is not a consequence of the RT con- 

formational change, as it is in the case of E. coli 

deaminase. 

The possible existence of disulphide linkages was 

investigated with the NSTB-sulphite reagent, which 

permits measuring of both thiols and disulphides 

under denaturing conditions [26]. Three (3.22+ 

0.21) thiols per polypeptide chain were found, thus 

indicating that the protein does not contain disul- 

phide bonds. By contrast, the residue Cys*!? of 
- E. coli deaminase, has been shown to be at least 

partially oxidised [27,7]. 

3.3. Amino acid sequence of the N-terminal fragment 

(1-42) 

The amino acid sequence of bovine GlcN6P deam- 

inase was determined by Edman automatic sequenc- 

ing up to residue 42. The sequence is shown in Fig. 2, 

the alignment with the N-terminal sequence of 

GIcN6P deaminases of other species available in 

the GeneBank is also given. The N-terminal sequen- 

ces of all these proteins are homologous and, in par- 

ticular, the bovine fragment shows only minor 

changes with respect to the other two mammalian 

deaminases. It is interesting to note that the residues 

40-42, which are known to be part of the active site 

of E. coli deaminase [7], are completely conserved. In 

the bacterial deaminase, the phospho group of the 

bound substrate appears to be hydrogen-bonded to 
Thr*! hydroxyl group and to the main chain back- 
bone between 42 and 44, where two glycine residues 

are conserved [7]. 

3.4. Circular dichroism spectrum 

The CD spectrum of the beef kidney GlcN6P de- 

aminase in the far UV range at pH 7.5 is shown in 

Fig. 3. The curve presents an intense positive peak at 

194 nm and a negative one at 218 nm, with a should- 

er at 209 nm. The structural coefficients estimated
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Bos taurus 
MKLIILDHYS QASEWAAKYI RNRIIQFNPG PDKYFTLGLP TG 

Homo sapiens 
MKLIILEHYS QASEWAAKYI RNRIIQFNPG PEKYFTLGLP TG 

Mesocricetus auratus 
MKLIILEHYS QASEWAAKYI RNRIIQFNPG PDKYFTMGLP TG 

Escherichia coli 

MRLIPLTTAE QVGKWAARHI VNRINAFKPT ADRPFVLGLP TG 

Haemophyllus influenzae 
MRFIPLOTEQ QVSCWAAQHI INRINDFKPT AERPFVLGLP TG 

Borrelia burgdoferi 
MRLIIRPTYE DISKWAANHV AQKINEFSPT KENPFILGLP TG 

Candida albicans 

MROQAIFSNPN DAAEYLANYI IAKINSTP-- --RTFVLGLP TG 

Fig. 2. Sequence alignment of the 1-42 segment of bovine 

GIcN6P deaminase with the homologous N-terminal segment of 

some animal and microbial GicN6P deaminases. 

from these data are shown in the legend of this fig- 

ure. This CD spectrum is quite similar to that dis- 

played by E. coli GIcN6P deaminase [28] and it is 

typical of the proteins belonging to the o/B structural 

class [29]. 
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Fig. 3. CD spectrum of beef kidney GlcN6P deaminase. Far 

UV CD spectrum of beef kidney GicN6P deaminase. The spec- 

trum plotted is the average of two consecutive runs, using a 

protein concentration of 0.1 mg ml*'. The structural coefficients 

obtained are: a helix, 29%, B strands, 37%, turns 16%, non-re- 

petitive structures, 18%. 

3.5, Kinetics of beef kidney GicN6P deaminase: 

activation by GicNAc6P. 

In the absence of the allosteric activator, bovine 

GIeN6P deaminase displays a very low activity and 

follows hyperbolic kinetics (Fig. 4A). The addition of 

several fixed concentrations of GIlcNAcé6P, the allos- 

teric activator of most GlcN6P deaminases, activates 

the enzyme at the expense of an increase of its Keat 

(Fig. 4B). All curves are hyperbolic and the global 

dissociation quotients [30] are constant over a wide 
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10 uM; m, 20 uM; O, 50 4M. The incubation mixture con- 

tained 100 mM Tris-HCl] buffer, pH 8.0 (30°C), 2 mM EDTA, 
and variable amounts of substrate and allosteric activator. The 

enzyme concentration was 30 nM. Curves were fitted to hyper- 

bolic kinetics. In the absence of activator (@), kca: = 0.37 + 0.02 

s7!, Km,=0.6540.01 mM. (B) Variation of ka as a function 

of GlcNAc6P concentration. Replot of the kca values as a 

function of the allosteric activator concentration. The fitted 
curve is a hyperbola, with the following parameters Ka, 

17.5£0.3 yM, limit Kea, 61.64 3.6 s7). 
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que described in Section 2. Data were fitted to the Hill equa- 
tion; the corresponding parameters are presented in the text. 

substrate concentration range (not shown). The Kear 

values vary hyperbolically with the GlcNAc6P con- 

centration, as shown in Fig. 4B. From these data, a 

dissociation constant of 0.025+0.005 mM_ for 

GleNAc6P and a key of 10.1£0.2 s7! at infinite 

GlcNAc6P concentration, were obtained. The allos- 

teric transition produces then an increase in Vmax of 

27 fold, thus warranting the classification of bovine 

GIcN6P deaminase as an allosteric enzyme of the 

V-type [15]. The enzyme was inhibited by the 

GIcN6P analogue, GlcN-ol-6P, a dead-end inhibitor 

of E. coli GicN6P deaminase and thought to be a 

transition state analogue [31]. The observed inhibi- 

tion is linear competitive, with a Kj of 4.1 1M (not 

shown). The binding curve of '*C-GlcNAc6P ob- 
tained by ultracentrifugation, is shown in Fig. 5. 

Binding is co-operative (Amax,  1.55+0.31, 

[GIcNAc6P]os, 95.6+7.2 1M) and the binding stoi- 
chiometry at saturation is six molecules of activator 

per molecule of enzyme (6.42.3 mol of bounded 

GlcNAc6P/mol of enzyme). Co-operativity in 

GIcNAc6P binding denotes the differential affinity 

of each allosteric conformer for this ligand, in con- 

trast with the similar affinity displayed for the sub- 

strate, GIcN6P. 

3.6. The reverse reaction 

The initial velocity patterns for the backward re- 

action of the allosterically activated enzyme are 

shown in Fig. 6. The double reciprocal plots consist 

of two sets of lines intersecting below the axis of 

reciprocal substrate concentration. Data were fitted 

to the equation for a bireactant sequential mecha- 

nism under steady state conditions [32]. 

Beef GlcN6P deaminase displays an intense V-ef- 

fect in the reverse direction of the reaction and it is 

practically inactive in the absence of the allosteric 

activator over a wide range of Fru6P and ammonium 

ion concentrations (not shown). It is worth noting 

that beef GlcN6P deaminase has a Kp nearly one 
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reciprocal plots of kinetic data of beef kidney GlcN6P deami- 

nase in the reverse reaction. (A) Ammonium concentration 

(NH,Cl) was varied at different fixed Fru6P concentrations: ¢, 

1 mM; e@, 2 mM; a, 5 mM; and m, 10 mM. The fitted kinetic 

parameters were Knrnuep 5.9+0.1 mM: Kany: 3.7£0.8 mM; 

kes 5.8+0.4 s~'. (B) Fru6P concentration was varied at differ- 

ent fixed ammonium concentrations: C, 0.5 mM; e, | mM; 4, 

2 mM; mg, 5 mM: and o, 10 mM. The reaction mixture con- 

tained 0.5 mM GlcNAc6P and 25 mM triethanolamine-HCl 

buffer (pH 7.5). In each case, appropriate blanks containing 

GlcNAc6P were used. 
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order of magnitude lower for ammonium than the 

value reported for the E. coli enzyme [2]. Although 

the synthesis of GlcN6P by the reverse reaction cat- 

alysed by this enzyme has been demonstrated in EF. 

coli in vivo under particular experimental conditions 

[33], in this species, deaminase does not normally 

have a functional role in amino sugar biosynthesis. 

In beef kidney, however, the lower value of Konuz 

suggests that the reverse reaction could have some 

biosynthetic role. 

4. Conclusion 

Bovine GlcN6P deaminase displays an allosteric 

behaviour that is remarkably different from that of 

the better known E. coli deaminase. This was some- 

what surprising since both proteins are undoubtedly 

homologous, considering their N-terminal sequences 

and the over all conservation of sequences between 

the five members of this family whose complete ami- 

no acid sequence are known. A conspicuous struc- 

tural difference between bacterial and mammalian 

deaminases is that the latter enzymes have a longer 

polypeptide chain, which is nearly 2.8 kDa heavier 

and contain 289 amino acid residues, 23 more than 

in E. coli deaminase [34]. The additional residues are 

located at the C-terminus of the chain. Although we 

do not know the complete sequence of the bovine 

deaminase, we have found by SDS PAGE that its 

subunits are 2.5 kDa heavier than the polypeptide 

chains of the E. coli enzyme. It is tempting to spec- 

ulate that this structural difference is related to the 

difference in kinetics observed for the bacterial and 

bovine enzyme, in particular their different allosteric 

regulation. It is surprising that the dog kidney 

GlcN6P deaminase, which has a molecular mass 

quite similar to that of the E. coli enzyme, exhibits 

the same kind of allosteric activation as the bacterial 

deaminase [12]. We cannot disregard the possibility 

that this difference is due to proteolysis at the C- 

terminal end during the isolation of the dog enzyme. 

The remarkably different pattern of allosteric reg- 

ulation in the bovine and £. coli deaminases, 

although they seem to be so structurally related, is 

an interesting point for further research that could 

help to understand the allosteric conformational 

transition in these proteins. 
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” Las cosas aparentenente inanimadas, también desde su fuero interno, 
ntrecomillado, crean un canto: cata a pera, cata lwo, canta las as 
obretodo cuando llegan a la dimension de lagrimas 

” Luis Caben.  
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