BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Relaciones entre estructuray
funcién en la glucégeno sintetasa de
Escherichia coli

Yep Rodriguez, Alejandra

2004

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor de la
Universidad de Buenos Aires en Ciencias Biolégicas de la
Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the Master's and Doctoral Theses Collection of the Central Library
Dr. Luis Federico Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by
the corresponding citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Yep Rodriguez, Alejandra. (2004). Relaciones entre estructura y funcion en la glucégeno
sintetasa de Escherichia coli. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n3769_YepRodriguez

Citatipo Chicago:

Yep Rodriguez, Alejandra. "Relaciones entre estructura y funcion en la glucogeno sintetasa de
Escherichia coli". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 2004. http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n3769_YepRodriguez

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n3769_YepRodriguez
http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n3769_YepRodriguez
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

director
co-dircector

consejero de estudios

3769

ff' by

Universidad de Buenos Aires
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Departamento de Quimica Bioldgica

Relaciones entre estructura
y funcion en la glucogeno
sintetasa de Escherichia coli

Alejandra Yep Rodriguez

Dr. Jack Preiss

Dr. Fernando Goldbaum

Dr. Juan Carlos Calvo

Tesis presentada para optar por el titulo de
Doctor de la Universidad de Buenos Aires

2004




University of Buenos Aires
School of Exact and Natural Sciences
Department of Biological Chemistry

Structure-function
relationships in the
Escherichia coli
glycogen synthase

author

Alejandra Yep Rodriguez

director | Iyr. Jack Preiss

co-director

Dr. Fernando Goldbaum

stdiesadviser | Dr, Juan Carlos Calvo

Thesis presented to obtain the degree of
Philosophy Doctor from the University of Buenos Aires



Agradecimientos

Al Dr. Jack Preiss, por su direccién, por su confianza en mf para llevar a cabo este trabajo, y por su cons-
tante apoyo.

Al Dr. Fernando Goldbaum, por co-dirigir esta tesis y por ayudarme a la distancia.
Al Dr. Juan Carlos Calvo, mi consejero de estudios, por su invalorable ayuda.

A la Universidad de Buenos Aires, a la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, y al Departamento de
Qufmica Biol6gica por mi formacién y por haberme dado la oportunidad de cursar la carrera de Doctorado.
Al personal administrativo del departamento de Quimica Biolégica por su amabilidad y excelente disposi-
cién.

Al Department of Biochemistry and Molecular Biology de la Michigan State University, investigadores,
estudiantes de doctorado y personal administrativo, por incorporarme y hacer agradable mi estadia en este
lugar.

Al Dr. Miguel Ballicora, por su ayuda en cada paso de la tesis, por todos los experimentos sugeridos, por-
que las conversaciones con él han sido invalorables y han influido enormemente en todos los aspectos de
mi formaci6n.

Al Dr. Alberto Iglesias, por su lectura critica de esta tesis, y por todas las interesantes discusiones sobre
ciencia y literatura.

A la Dra. Mirta Sjvak, por toda su ayuda en los meses previos y posteriores a mi llegada a los EE.UU. y por
hacerme la vida més fécil en esos momentos complicados.

A Clarisa, por su amistad, por ser la mejor compaiiera de trabajo que se pueda pedir, por toda su ayuda a lo
largo de la tesis, por las charlas compartidas sobre experimentos, por hacer tan divertidas las horas pasadas
en el laboratorio.

A Claire, la francesa més argentina que he conocido, por su colaboracién en todo momento.

A toda la gente fantastica que conoci en Michigan State University, gracias por la amistad, las charlas y los
buenos momentos compartidos.

A todos los amigos que, a pesar de la distancia, siempre estuvieron cerca.

A mis padres Antonio y Enma, a ellos les debo muchisimo. Su carifio, su confianza y su ejemplo me han
alentado en todo momento.

A mi familia, mis tios Ligia y Jacobo, quienes han sido como otros padres para mi, a mis hermanos Roberto
y Eugenio y mis sobrinos Alejo, Ramiro, Lucfa y Malena.

A Javier, el amor de mi vida, por estar siempre a mi lado, por quererme, por acompafiarme en todo mo-
mento, por soportarme, por aconsejarme y por toda su invaluable ayuda a lo largo de esta tesis.



Parte de los resultados presentados en esta tesis han sido dados a conocer en las siguientes
publicaciones.

- Yep A, Ballicora, MA, Sivak MN y Preiss J (2004). Identification and characterization of a
critical region in the glycogen synthase from Escherichia coli. J Biol Chem 279:8359-8367.

- Yep A, Ballicora MA y Preiss J (2004). The active site of the Escherichia coli glycogen
synthase is similar to the active site of retaining GT-B glycosyltransferases. Biochem Biophys
Res Comm 316:960-966.



Abreviaturas

AceA
ADN
ADP
ADP-Glc
AMP
ARN
ATP
bicina
BSA
cAMP
CAZy
DM
DM2
DM3
DO
DTNB
DTT
EDAC
EDTA
GBSS
GH

Glc
GlcIP
Glc6P
GS

GT
GT-A
GT-B
1AA
IAM
IgG
IPTG
IUBMB
kDa
LB
MalP
MurG
NADP’
NADPH
NMR
OtsA
PCR
PDB
pm
SDS
SDS-PAGE
SS
TEA
™
UDP
UDP-Glc

manosiltransferasa

4cido desoxirribonucleico

adenosina difosfato

ADP-glucosa

adenosina monofosfato

4cido ribonucleico

adenosina trifosfato
N,N-bis(2-hidroxietil)glicina

albiimina sérica bovina

adenosina monofosfato ciclica
Carbohydrate-active enzymes

doble mutante 1 (C7S-C379S)

doble mutante 2 (C7S-C408S)

doble mutante 3 (C379S-C408S)

densidad 6ptica

4cido 5-5’-ditiobis(2-dinitrobenzoico)
ditiotreitol
1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil)carbodiimida
4cido etilen diamino tetraacético

almidon sintetasa unida a granulos
glicosilhidrolasa

glucosa

glucosa |-fosfato

glucosa 6-fosfato

glucégeno sintetasa

glicosiltransferasa

tipo A de plegamiento tridimensional de las glicosiltransferasas
tipo B de plegamiento tridimensional de las glicosiltransferasas
4cido iodoacético

iodoacetamida

inmunoglobulina G

isopropil p-D-tiogalactopiranosido
International Union of Biochemistry and Molecular Biology
kilodalton

caldo de cultivo de Luria-Bertani
maltodextrina fosforilasa
undecaprenildifosfo-muramoilpentapéptido B-N-acetilglucosaminiltransferasa
nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (forma reducida)
Resonancia magnética nuclear
trehalosa-6-fosfato sintetasa

reaccion en cadena de la polimerasa

Protein Data Bank

revoluciones por minuto

dodecil sulfato de sodio

electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
almidén sintetasa

trietanolamina

triple mutante (C7S-C39S-C408S)

uridina difosfato

UDP-glucosa



Glosario de palabras extranjeras

buffer
Sold

loop

primer

threading

Western blot

Solucién iénica que amortigua cambios en el pH
Plegamiento espacial de una proteina

Tipo de estructura secundaria no definida, que en general conecta dos regiones de
estructura secundaria definida, como hojas plegadas B o a-hélices

Oligonucleétido que sirve como cebador de la reaccién de la polimerasa de DNA

Procedimiento analitico que consiste en enhebrar la secuencia de aminoacidos de una
estructura desconocida en una estructura tridimensional predefinida, para verificar su
compatibilidad. También se lo conoce como “reconocimiento de fold”.

Técnica de inmunodeteccion de proteinas luego de su transferencia a una membrana
adecuada



Indice

pagina
Resumen 1
Introduccién
Hidratos de carbono de reserva 3
La funcidn del glucgeno y el almidén 6
Glucégeno bacteriano 6
Almiddn en plantas 7
Glucdgeno en animales 7
Sintesis de glucégeno y almidé6n 8
Metabolismo del glucégeno en bacterias 8
Sintesis de almidén en plantas y algas 13
Sintesis de glucdgeno en eucariotas 16
Glicosiltransferasas: clasificacion de las glucégeno/almidon sintetasas 18
Caracteristicas bioquimicas de las GS bacterianas y almidén sintetasas 24
Objetivos 28
Resultados y discusién
Expresién y purificacion de la GS silvestre de E. coli 29
Estudio de las Cys presentes en la GS de E. coli 31
Caracterizacion cinética de las enzimas mutantes de Cys 32
Inactivacion de la GS de E. coli por DTNB 36
Proteccién de la modificacién con DTNB 38
Inactivacion de la GS de E. coli por IAA 41
Inhibicién por GlcIP y AMP 44
Conservacion de los residuos de Cys 48
Caracterizacion de la regién que flanquea a la Cys®” 50
Caracterizacion cinética de las mutantes en la posicién 377 51
Restitucién de la actividad por modificacion quimica de la mutante E377C 53
Co-sedimentacion con glucégeno 55
Caracterizacion cinética de las mutantes S374A y Q383A 56
Modelo de homologia de la GS de E. coli 60
Estudio de los residuos del sitio activo de la GS de E. coli 63
Estructura de la GS de E. coli y su relacion con otras GT 66
Generacion de un nuevo modelo de homologia de la GS de E. coli 69
Estudio del sitio de unién de la ADP-Glc 77
Estudios del sitio de unién del aceptor en la GS de E. coli 88
Conclusiones 98

Materiales y Métodos
Reactivos 103
Cepas bacterianas y medios de cultivo 103



Cuantificacién de proteinas 103

SDS-PAGE, Western blot y secuenciacion 103
Construccion de los plasmidos 104
Mutagénesis sitio-dirigida 104
Ensayo de actividad de la glucégeno sintetasa 106

Glucégeno como aceptor 106

Oligosacaridos como aceptores 106
Expresi6n y purificacién de las enzimas 107
Modificacién con DTNB 107
Inhibicién con DTNB 108
Inhibicion con 1AA 108
Cromatografia en papel 108
Caracterizacion cinética 108
Modificacién quimica con IAA 109
Co-sedimentacion con glucdgeno 109
Expresion y purificacién de las enzimas con un His-Tag® 109
Prediccion de estructura y modelado 112
Protedlisis limitada de la GS 112

Referencias bibliogréficas 114



Resumen

La glucdgeno sintetasa (GS) de Escherichia coli es una glicosiltransferasa que trans-
fiere glucosas desde la ADP-glucosa (ADP-Glc) hacia el extremo no reductor del glucégeno,
reteniendo la configuracién anomérica. En el presente trabajo, se identificé mediante técni-
cas de modificacién quimica y mutagénesis sitio-dirigida una zona conservada entre las GS
bacterianas y almidon sintetasas involucrada en catalisis y union de sustratos. Posterior-
mente, se generé un modelo de homologia de la GS de E. coli basandose en la estructura de
otras tres glicosiltransferasas con un mismo tipo de fold GT-B. La comparacién entre las es-
tructuras de las glicosiltransferasas cristalizadas y el modelo de homologia llevé a la identifi-
cacidn de un grupo de residuos conservados compartiendo una misma topologia. Las mu-
taciones E377A, D137A, R300A, K305A y H161A disminuyeron la actividad especifica
10000, 8100, 2600, 1200 y 710 veces, respectivamente. Ninguna de las mutaciones aumentd
el Sps para el glucogeno, y sélo HI61A y R300A mostraron Sps aumentados para la
ADP-Glc en 11 y 8 veces, respectivamente. Estos residuos resultaron esenciales para la
catalisis enzimatica, validando el modelo que muestra una importante similitud en el sitio
activo de GS de E. coli y otras glicosiltransferasas con un fold GT-B cristalizadas hasta la
fecha. Asimismo, se identificaron con técnicas de modelado y se estudiaron otros residuos
conservados que tienen una participaciéon potencial en la unién de la ADP-Glc y el
glucdgeno. Esta es la primera vez que se estudia detalladamente el sitio activo de una GS

bacteriana.

Palabras clave: glucogeno, glucdgeno sintetasa, g/gA, glicosiltransferasa, almidon, GT-B



Abstract

The Escherichia coli glycogen synthase (GS) is a retaining glycosyltransferase that
transfers glucose residues from ADP-glucose to the non-reducing end of glycogen. In the
present work, a conserved region among bacterial GS and starch synthases involved in ca-
talysis and substrate binding was identified using chemical modification and site-directed
mutagenesis. Afterwards, a homology model of the E. coli GS was generated based on the
structure of three other glycosyltransferases displaying the same GT-B fold. The comparison
between the structures of the crystallized glycosyltransferases and the homology model iden-
tified a group of conserved residuos with the same topology. Mutations E377A, D137A,
R300A, K305A, and H161A decreased the specific activity 10000-, 8100-, 2600-, 1200- and
710-fold, respectively. None of these mutations increased the Sy s for glycogen, and only
H161A and R300A displayed an 11- and 8-fold higher Sy 5 for ADP-Glc, respectively. These
residues were essential for enzymatic catalysis, validating the model that shows a strong
similarity in the active site of the E. coli glycogen synthase and the other retaining GT-B
glycosyltransferases crystallized to date. Moreover, other conserved residues were identified
with modeling techniques and studied, and they are potential participants in ADP-Glc and
glycogen binding. This is the first time that the active site of a bacterial GS is studied in

detail.

Keywords: glycogen, glycogen synthase, gig4, glycosyltransferase, starch, GT-B



Introduccion



En la naturaleza se encuentran cuatro tipos principales de biomoléculas: proteinas,
acidos nucleicos, lipidos e hidratos de carbono. Estos ultimos constituyen el grupo de com-
puestos mas abundante de la tierra, y se caracterizan por ser aldehidos o cetonas con multi-
ples grupos hidroxilos, y por estar presentes en todos los organismos vivos bajo diversas
formas como mono, oligo y polisacaridos. Los hidratos de carbono cumplen funciones es-
tructurales, de reserva de energia, y funcionan como combustible metabélico e intermediarios
principales en multiples vias del metabolismo del carbono (1).

Los monosacaridos consisten en una unidad monomérica del polihidroxialdehido o
polihidroxicetona. Los mas abundantes son las hexosas D-glucosa y la D-fructosa. En el
interior de la célula, los azucares fosfato, son una clase importante de derivados de los mono-
sacaridos. Los disacaridos estan compuestos por dos azucares unidos por un enlace glicosi-
dico, siendo los mas abundantes la sacarosa (glucosa-a-1,2-fructosa), la maltosa (glu-
cosa-a-1,2-glucosa) y la lactosa (galactosa-B-1,4-glucosa). Los oligosacaridos estan forma-
dos por cadenas relativamente cortas de monosacaridos, y algunos de ellos se encuentran
unidos a proteinas o lipidos. Los polisacaridos consisten en largas moléculas lineales o rami-
ficadas compuestas por un nimero y composicién variable de unidades de monosacarido.
Pueden ser divididos en polisacaridos estructurales y de reserva, y en homopolisacaridos
(formados por un solo componente de unidad monomérica) y heteropolisacaridos (mas de un
tipo de residuo de monosacarido). Los homopolisacaridos mas abundantes son el glucégeno
y el almidon, que cumplen funciones de reserva de energia dentro de la célula; la celulosa, y
la quitina, ambos con funciones estructurales en pared de células vegetales y de artrépodos,
respectivamente. El heteropolisacarido peptidoglicano, formado por unidades repetitivas de
N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico, es un componente de la pared celular bacte-
riana, mientras que otros heteropolisacaridos como el acido hialurénico proveen sostén y

adhesion a células y tejidos animales (1, 2).

Hidratos de carbono de reserva

La biosintesis de a-1,4-poliglucanos es un proceso mediante el cual los organismos
vivos acumulan reservas energéticas para ser utilizadas cuando la energia y los esqueletos
carbonados no se encuentran disponibles en el medio ambiente. El proceso consiste en la

polimerizacion del exceso de glucosa para almacenarla bajo la forma de glucanos de elevado



peso molecular (polisacaridos de glucosa). La ventaja principal de usar polisacaridos como
reserva es que, a causa de su alto peso molecular y otras propiedades fisicas, tienen un efecto
reducido sobre la presion osmética intema de la célula. Otra ventaja esta dada por la gran
cantidad de uniones de la amilopectina y el glucdgeno (cadenas de glucosas a-1,4 unidas a la
molécula principal por uniones a-1,6), que generan una organizacion de la molécula que fa-
cilita la accién de las enzimas que los degradan, las cuales pueden actuar tanto en los extre-
mos no reductores como en las uniones internas. Las enzimas degradativas, tanto amilasas
como fosforilasas, pueden actuar simultdneamente en varias ramas, acelerando la conversién
de grandes polimeros en glucosa. La estructura del glucégeno y la optimizacion de la misma
para su funciéon metabdlica han sido objeto de estudios evolutivos (3, 4). La utilizacion de
poliglucanos como reserva energética se encuentra ampliamente dispersa en la naturaleza,
desde el glucogeno bacteriano, almidén en eucariotas fotosintéticos y glucégeno en el resto
de los cucariotas, con escasas excepciones, entre ellas ciertos organismos parasitarios.

El glucégeno es un polimero de glucosas de muy alto peso molecular (10’-10%) com-
puesto por cadenas lineales de 10-14 glucosas con uniones a-1,4 entrelazadas por uniones
glucosidicas a-1,6, formando una estructura ramificada. La estructura del glucégeno de ori-
gen animal ha sido descripta y analizada en distintas oportunidades (5, 6). Se sabe mucho
menos acerca de las estructuras del glucégeno bacteriano o fiingico, pero los datos disponi-
bles indican que, en una forma general, las estructuras de estos ultimos son similares a la del
glucégeno de mamiferos (6). El glucégeno almacenado en el musculo esta organizado en
particulas B, esféricas, de 1500 a 4000 nm de diametro; mientras que en el higado esta dis-
puesto en particulas a o rosetas, que parecen ser agregados de las de tipo . Una particula
puede contener hasta 6 x 10* residuos de glucosa, unidos en cadenas rectas a-1,4 enlazadas
cada 8-10 residuos por una unién a-1,6. La localizacidn del glucégeno en células de mami-
fero se da bajo la forma de granulos citoplasmaticos (5).

Si bien la estructura del glucogeno bacteriano y el glucégeno de mamifero son relati-
vamente similares, esta similitud no se extiende al mecanismo biosintético ni a la molécula
dadora de glucosas para la extension del polimero. Esto lleva a importantes diferencias en el
mecanismo de regulacidén: en mamiferos (no asi en bacterias ni en plantas) el control del ca-

mino biosintético involucra la modificacion covalente de una enzima (7).



El almiddn es una mezcla de amilosa y amilopectina (8). La amilosa es relativamente
pequeiia (alrededor de 1000 residuos), y es mayoritariamente un polimero lineal con uniones
a-1,4, si bien contiene ocasionalmente ramificaciones a-1,6. La amilopectina es una molé-
cula de mucho mayor tamafio, con un grado de polimerizacién de 10°-10° residuos, y posee
frecuentes puntos de ramificacion (5-6 %). El almiddn se sintetiza como granulos semicris-
talinos con diversos tipos polimérficos y grados de cristalinidad. La organizacién del gra-
nulo de almidén es muy compleja y depende en gran medida de su origen botanico. Los as-
pectos fisicos y quimicos de la estructura del granulo de almidén han sido discutidos am-
pliamente (9, 10). La acumulacién de granulos de almidon ocurre mayoritariamente en dos
tipos de plastidos vegetales. En las células fotosintéticas de hojas el polisacarido se localiza
en el cloroplasto, donde sirve como reservorio temporario de carbono y energia; mientras que
en los tejidos no fotosintéticos el almacenamiento del almidon es a largo plazo y tiene lugar
en amiloplastos, las organelas especializadas para tal fin (11).

Carl y Gerti Cori sintetizaron un poliglucano in vitro por primera vez en 1939, utili-
zando la enzima fosforilasa y glucosa-1-P (Glc1P) (12). Por algin tiempo ésta fue la ruta
aceptada para la biosintesis de poliglucanos. Sin embargo, a partir de los 1950, surgieron
cvidencias que sugerian la existencia de un camino biosintético diferente al analizar los pa-
cientes que poseian una rara enfermedad relacionada con la acumulacién de glucégeno, co-
nocida actualmente como la “enfermedad de McArdle”. Esta enfermedad esta causada por la
deficiencia de la glucdgeno fosforilasa en musculo esquelético, y los pacientes padecen fuer-
tes calambres y dolores musculares ocasionados por no poder utilizar el glucégeno como
fuente de energia muscular. La observacion microscopica de células de musculo de estos
pacientes mostr6 la acumulacion de gran cantidad de polisacarido en ellas, por lo que resulto
evidente que la sintesis no podia ocurrir a través de la glucdégeno fosforilasa. Asi, estos
individuos pueden sintetizar glucégeno, pero no pueden degradarlo debido a la deficiencia en
la glucogeno fosforilasa (13). Esto llevé a la conclusién de que las vias de sintesis y
degradacion del glucégeno deberian ser distintas y, con el descubrimiento de la glucdgeno
sintetasa (GS) en 1957 (14), quedo claro que se trata de distintos caminos metabdlicos que
involucran enzimas diferentes. A partir de entonces, la regulacion de la sintesis del

glucégeno en mamiferos ha sido objeto de intenso estudio, no sélo por parte de aquellos



investigadores que buscan entender la sintesis de glucdgeno en si misma, sino que también es

un modelo para estudiar el efecto de la accion hormonal sobre la regulacion celular.

La funcion del glucogeno y el almidon

Glucodgeno bacteriano. El glucégeno se encuentra en diversas bacterias, y generalmente es
acumulado en situaciones ambientales que limitan el crecimiento y que ofrecen un exceso
relativo de carbono. Se ha informado que la acumulacidn de glucdégeno ocurre en la fase es-
tacionaria del ciclo de crecimiento como una respuesta a las limitaciones en el suministro de
nitrégeno, azufre o fosfato (15). El glucdgeno no es indispensable para el crecimiento bacte-
riano, y mutantes deficientes en su sintesis crecen tan bien como la cepa silvestre. Bajo con-
diciones desfavorables y sin una fuente alternativa de carbono, el glucégeno es probable-
mente utilizado para preservar la integridad celular. Las poblaciones bacterianas requieren
energia para mantenerse bajo condiciones latentes (sin crecimiento), y esto es definido como
“energia de mantenimiento”. Esta es la energia requerida para procesos que preserven la
movilidad y el pH intracelular, la respuesta quimiotactica, el recambio de proteinas y ARN, y
la regulacién osmoética. En medios deficientes en carbono, Escherichia coli y Enterobacter
aerogenes conteniendo glucdgeno no degradan su ARN y proteinas, mientras que las bacte-
rias deficientes en glucégeno liberan NHj a partir de la degradacién de sus componentes
conteniendo nitrégeno (16). Células de E. aerogenes, E. coli y Streptococcus mitis conte-
niendo glucogeno también sobreviven mejor que organismos sin el mismo (17). Cepas de
Streptococcus mutans (principal agente etioldgico de las caries dentales en humanos) incapa-
ces de acumular glucégeno presentan una cariogenicidad disminuida, mientras que una cepa
con mayores niveles de polisacarido acumulado (respecto a la silvestre) es significativamente
hipercariogénica (18). Otra funcién para el glucégeno ha sido sugerida en especies de
Clostridia, organismos que acumulan glucégeno hasta un 60% de su peso seco antes o du-
rante la iniciacion de la esporulaciéon y que, durante la formacion de la espora, lo degradan
rapidamente. Las cepas deficientes en glucégeno son malas formadoras de esporas, sugi-
riendo que el polimero sirve como fuente de carbono y energia para la formacién y la madu-
racién de la espora (19). También en cepas de Streptomyces y Myxococcus ha sido probada la
importancia de las reservas de glucégeno para la esporulacién (20, 21). Sin embargo, en ce-

pas de Clostridium celullolyticum, no se encontrd correlacién alguna entre acumulacién o



movilizacion de glucégeno y esporulacion (22). Aunque estos estudios sugieren que el gluco-
geno juega un papel en la supervivencia bacteriana, se requiere mayor estudio para poder de-
finir clara y universalmente su funcién.

Almidoén en plantas. El almiddn se encuentra presente en casi todas las plantas verdes y en
muchos tipos de tejidos y érganos vegetales, como hojas, raices, tallos, frutos, granos y bro-
tes. El almidon desaparece de las hojas expuestas a baja intensidad de luz o dejadas en la os-
curidad por largos periodos (24-48 h), como se ha documentado desde el siglo XIX (23). La
iluminacién de las hojas con luz brillante causa nuevamente la formacién de granulos de al-
midén en el cloroplasto. Esto puede verse por tincion de la hoja con iodo (24), o con
microscopio 6ptico o electrénico (25). La fijacién de carbono durante la fotosintesis conduce
a la formacién de almiddn, el cual es degradado en la oscuridad. Los productos de la degra-
dacion del almidén son usados como fuente de energia y convertidos en sacarosa, la cual es
transportada a otros organos de la planta. La biosintesis y degradacién del almidén en la hoja
son procesos dinamicos, y el contenido del polisacarido fluctia durante el dia (26).

En los frutos, érganos de almacenamiento o semillas, la sintesis del almidén ocurre

durante el desarrollo y maduracion del tejido (I1). La degradacidon del almiddn en éstos ocu-
re al momento del brote o la germinacién de la semilla o tubérculo, o al madurar el fruto,
cuando es usado como fuente de carbono y energia. Por lo tanto, los procesos degradativos
pueden ser separados temporalmente de los de sintesis en los tejidos de reserva. En cereales,
la localizacién principal de la sintesis y acumulacién del polisacarido es en el endosperma,
donde los granulos del mismo se localizan dentro del amiloplasto. Los patrones de acumula-
cién de almidon durante el desarrollo del tejido son propios de la especie y estan relaciona-
dos con los patrones unicos de diferenciacion de los érganos (27).
Glucéogeno en animales. El glucégeno es una importante fuente de energia en las células
animales. En el ser humano, por ejemplo, el polimero representa un 1% del peso himedo del
musculo esquelético y el 5% del higado. La acumulacion de glucosa bajo la forma de glucé-
geno es importante para la homeostasis de los mamiferos, y las reservas de glucdgeno en el
musculo esquelético y el higado cumplen funciones especificas.

El glucdgeno hepatico es acumulado cuando hay un exceso de glucosa disponible en
la dieta y es usado para mantener un nivel constante de glucosa en sangre; el mismo rara-

mente aporta energia al higado en si mismo. Un hombre de 70 kg usa aproximadamente 180



g de glucosa por dia para aquellos tejidos que sélo pueden utilizar hidratos de carbono como
fuente de energia, y casi la mitad de esta glucosa deriva del glucdgeno hepatico. Por lo tanto,
la sintesis y movilizacion del glucégeno hepatico es dictada por los niveles de glucosa en
sangre y es controlada por las hormonas que regulan el metabolismo de la glucosa, princi-
palmente glucagon, insulina y glucocorticoides. En todos los otros tejidos extrahepaticos de
mamiferos, por el contrario, las reservas de glucégeno son utilizadas para funciones especifi-
cas del tejido.

Si bien el contenido de glucdgeno del musculo esquelético es elevado, no se encuen-
tra disponible como fuente de glucosa sanguinea. Durante el ejercicio, se forma lactato en el
musculo esquelético por glucélisis. Durante el descanso, el cetdsido es convertido en glu-
cosa por el higado y el rniidn a través de gluconeogénesis, siendo asi la fuente del 10-20% de
la glucosa en sangre. El glucégeno muscular sirve principalmente como reservorto y fuente
de energia, utilizable para la contraccién muscular. El reabastecimiento ocurre cuando la

dieta genera un aumento concomitante de la glucosa sanguinea (hiperglucemia) e insulina.

Sintesis de glucégeno y almidén

Después del descubrimiento de la UDP-glucosa (UDP-GIc) y otros nucleétido azica-
res por Leloir y colaboradores (28, 29), se observé que las fracciones celulares particuladas
de diversas fuentes, tanto procariotas como eucariotas, podian llevar a cabo transferencias
glicosidicas desde aquellos a los correspondientes aceptores. En general, los nucleétido
azucares pueden ser formados a partir de azucares fosfato y nucledsidos trifosfato, y son
herramientas esenciales para la interconversién de monosacaridos y el anabolismo. La sinte-
sis de polisacaridos puede ser dividida en varios pasos a) la sintesis de la molécula dadora a
partir de azucares 1-fosfato, b) la transferencia de una unidad glucosidica a partir del nucled-
tido azucar hacia el iniciador de la sintesis del glucano y c) la reorganizacién del polisaca-
rido.

Metabolismo del glucogeno en bacterias. La acumulacién de glucégeno no se encuentra
restringida a una clase en particular de bacteria, y estd presente tanto en Gram negativas
como Gram positivas, € incluso en arquebacterias. En 1964 se establecié claramente que el
dador de glucosas para la sintesis de glucdgeno en mamiferos era la UDP-Glc (30) mientras

que para la sintesis de almidén en plantas era la ADP-glucosa (ADP-Glc) (31). Se mostro



también que varias mutantes de E. coli deficientes en la UDP-Glc pirofosforilasa acumulaban
cantidades normales de glucédgeno durante el crecimiento en medio limitado en nitrégeno
(32). Entonces, la UDP-Glc no podia ser el dador para la sintesis del glucégeno bacteriano.
En 1964 se reporté que los extractos de varias bacterias contenian grandes cantidades de
ADP-Glc:a-1,4-D-glucano-4-a-glucosiltransferasa, también conocida como la glucégeno
sintetasa (GS) bacteriana (31). Estos mismos extractos bacterianos también contenian
ADP-Glc pirofosforilasa, la enzima responsable de la sintesis de ADP-Glc, como se habia
encontrado previamente en plantas.

En bacterias, la presencia de glucégeno se encuentra como minimo asociada con una
ADP-Glc pirofosforilasa, una GS, una glucégeno fosforilasa, una enzima ramificante y una
enzima desramificante. En E. coli, estas enzimas estan organizadas en dos operones vecinos
(15). Estas son las actividades propias del la via central del metabolismo del glucégeno.
Fuera de este camino central se encuentran las enzimas de las vias de utilizaciéon de maltooli-
gosacaridos, que también pueden ser consideradas relevantes para el metabolismo del glucé-
geno. Durante el catabolismo del glucdgeno, de hecho, se producen forzosamente maltooli-
gosacaridos debido a la accién de la enzima desramifacante. Estos maltooligosacaridos pue-
den ser procesados a través de una combinacién de a-1,4 glucosiltransferasas, maltodextrina
fosforilasas y glucosidasas.

El primer paso exclusivo de la via de sintesis de glucdgeno es la produccién de
ADP-Glc por la ADP-Glc pirofosforilasa (EC 2.7.7.27) codificada por el gen glgC de E. coli
(reaccién [1]), la cual genera ADP-Glc y pirofosfato inorganico (PP;) a partir de ATP y

GIc1P. Sobre esta enzima recae la regulacion la sintesis del glucégeno bacteriano.

[1] ATP + a -Glc1P < ADP-Glc + PP,

Las ADP-GIc bacterianas son enzimas tetraméricas reguladas a través de inhibicion y
activacion alostéricas. Si bien los efectores alostéricos varian con la fuente, comparten la ca-
racteristica de ser intermediarios en los-principales caminos de asimilacion de carbono. Las
enzimas de bacterias heterotréficas son activadas por metabolitos de los caminos glucoliticos,
como la fructosa 6-fosfato, la fructosa 1,6-bisfosfato o piruvato, e inhibidas por AMP, ADP

y/o P;. En general, los activadores de las ADP-Glc pirofosforilasas son metabolitos claves



que representan sefiales de alto contenido de carbono y energia dentro de la célula. Lo con-
trario ocurre para los inhibidores, que son intermediarios de bajos niveles de energia metabo-
lica. Estas propiedades regulatorias de las ADP-Glc pirofosforilasas, junto con el hecho de
que el ATP es uno de los sustratos de la enzima, hacen que la sintesis de polisacaridos de re-
serva en bacterias sea maxima cuando el carbono y la energia celulares estan en exceso, y vi-
ceversa. Las ADP-Glc de bacterias y cianobacterias son homotetraméricas, con la excepcion
de las del género Bacillus (y tal vez todas las firmicutes) que son heterotetrameros. Las
ADP-Glc bacterianas de Gram negativas han sido estudiadas extensamente, y su regulacion,
la prediccién de su estructura terciaria y sus principales residuos cataliticos se encuentran
bien documentados (para una revision reciente, ver ref. 33).

El paso siguiente en la sintesis del glucdgeno bacteriano consiste en la transferencia,
mediada por la GS, de la glucosa activada al extremo no reductor de una cadena creciente de

glucosas unidas por enlaces a-1,4 (reaccion [2]).

[2] ADP-Glc + a-1,4-glucano — a-1,4-glucosil-glucano +ADP

La GS bacteriana (EC 2.4.1.21) es una enzima que, a diferencia de las GS eucariotas,
no presenta modificaciones post-traduccionales o evidencia de regulacién alguna. Si bien E.
coli contiene solamente un gen de GS (g/gA), en genomas de cianobacterias se han encon-
trado dos genes. Por mucho tiempo se buscé el iniciador para la sintesis de glucégeno bacte-
riano y nunca se encontr6 una enzima similar a la glucogenina de mamiferos (34). Reciente-
mente, se ha aportado evidencia de que la GS bacteriana podria no necesitar de iniciador al-
guno, sino que la reaccidn de sintesis comenzaria con una autoglucosilacion de la propia en-
zima (35).

Aproximadamente un 10% de los enlaces en el glucégeno bacteriano son a-1,6. Para
generar estas ramificaciones es necesaria la accién de la enzima ramificante (EC 2.4.1.18,
reaccion [3]), que hidroliza un enlace a-1,4 en un glucano preexistente y transfiere un seg-

mento de cadena a una posicién a-1,6.

[3] a -1,4-glucano elongado lineal — a -1,4-a-1,6 glucano ramificado
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Tanto E. coli como las cianobacterias parecen contener un solo gen que codifique una enzima
ramificante de glucdgeno (gl/gB).

El catabolismo del glucégeno requiere de la accion concertada de un minimo de cua-
tro enzimas: la glucégeno fosforilasa, la enzima desramificante de glucdgeno, la amilomal-
tasa y la maltodextrina fosforilasa (MalP). La glucdgeno fosforilasa transfiere ortofosfato
inorganico (P;) al C1 de la glucosa del extremo no reductor de una rama externa, generando
GIc1P (reaccion [4]). Si bien esta reaccién es fuertemente reversible, las concentraciones in-

tracelulares de sustratos y productos favorecen la fosfordlisis in vivo.

[4] rama externa (a-1,4-glucosil), + P; <> rama externa (a-1,4-glucosil),.; + Glc1P

Se estima que la glucégeno fosforilasa es la principal enzima responsable del catabo-
lismo del glucégeno en bacterias. La misma es activada por interaccion con componentes del
sistema de transporte de azucar fosfotransferasas (36, 37). Ninguna de las glucano fosforila-
sas conocidas hasta el momento es capaz de atravesar la barrera de las ramificaciones a-1,6.
Por lo tanto, el catabolismo del glucégeno requiere de la presencia simultanea de una enzima
desramificante especifica, que ha sido denominada a partir del gen que la codifica: glgX. La
forma de accién de la enzima desramificante GlgX aun no esta completamente esclarecida,
pero seria altamente especifica para hidrolizar significativamente sélo aquellas ramas exter-
nas (cadenas externas de 4 glucosas de longitud) que ya han sido digeridas al maximo por la
glucégeno fosforilasa (38).

La mayoria de las a-1,4 glucano fosforilasas no puede digerir cadenas mas cortas que
cinco residuos de glucosa, lo cual genera una mayoria de ramas exteriores de 4 glucosas de
longitud, las cuales serian desramificadas por la GlgX. Esto produciria maltotetraosa, la cual
necesita ser metabolizada en glucosa. La accién de a-1,4 glucanotransferasas, del tipo de la
amilomaltasa, genera series de maltooligosacaridos de longitudes crecientes, con formacién
concomitante de glucosa, como se encuentra ejemplificado en la reaccion [5] (ver ref. (39)

para una revision).

[5] maltotriosa + maltotriosa «» maltopentaosa + glucosa
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A su vez, esta serie de maltooligosacaridos de longitudes crecientes puede ser dige-
rido por la accion de la MalP (reacciéon [6]), que reconoce cadenas lineales de cinco o mas

glucosas como sustrato.

[6] a-1,4(glucosil), + P; <> a-1,4(glucosil)n-1 + Glc1P

En resumen, practicamente todas las bacterias que acumulan glucégeno estudiadas
hasta el momento lo hacen utilizando el camino de sintesis detallado anteriormente, que uti-
liza como dador de glucosas a la ADP-Glc. Se han aislado cepas mutantes de E. coli y
Salmonella typhimurium deficientes en glucégeno, y se ha demostrado que tienen afectadas
la GS, o la ADP-Glc pirofosforilasa, o ambas (revisado en refs. (15, 40)). Una de las posi-
bles excepciones a la utilizacién de ADP-Glc como dador de glucosas para la sintesis del
glucégeno bacteriano puede ser Prevotella bryantii, una de las bacterias mas comunes del
tracto ruminal. P. bryantii acumula grandes cantidades de glucégeno cuando crece en condi-
ciones de exceso de glucosa y nitrégeno limitado (41, 42). Sin embargo, no se ha encontrado
actividad de ADP-Glc pirofosforilasa en cultivos de esta bacteria y si se han detectado nive-
les elevados de actividad de UDP-Glc pirofosforilasa. La GS de esta bacteria transfiere glu-
cosas desde la UDP-Glc al glucégeno, y esta actividad no parece ser afectada por la presencia
de exceso de ADP-Glc en el medio, si bien todos los ensayos se llevaron a cabo utilizando
extractos celulares (43). En otras bacterias de la cavidad oral pertenecientes al género
Prevotella, P. intermedia y P. nigrescens, que acumulan glucégeno cuando crecen en medio
con glucosa, tampoco se detect6 actividad de ADP-Glc pirofosforilasa y si de UDP-Glc piro-
foforilasa. Sin embargo, en este trabajo no se compar¢ la actividad de la glucégeno sintetasa
con UDP-Glc y ADP-Glc como sustratos (44). También se ha sugerido que en la bacteria de
la microflora oral Actinomyces naeslundii la sintesis de glucdgeno ocurre a través de la via de
la UDP-Glc, pero los resultados no son concluyentes (45).

Por otra parte, aun no estd aclarado completamente si las arquebacterias utilizan
exclusivamente ADP-Glc como el principal dador de glucosas. Existe evidencia de que la
GS de Thermococcus hydrotermalis posee similar afinidad por ADP-Glc y UDP-Glc y puede
usar estos dos sustratos para la sintesis de glucdgeno, si bien la ¥y« alcanzada es 10 veces

superior con ADP-Glc (46). También ha sido informado que la GS de Pyrococcus abysii
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puede utilizar indistintamente ADP-Glc o UDP-Glc como sustratos, pero los datos de activi-
dad especifica con cada uno de los potenciales sustratos no han sido detallados (47).
Frecuentemente se asume en la literatura que las GS de arquebacterias son promiscuas y pue-
den utilizar indistintamente ADP-Glc o UDP-Glc como molécula dadora de glucosas (47,
48). Sin embargo, uno de los trabajos comunmente citados para reforzar esta hipdtesis en
realidad no compara distintos sustratos, sino que mide la actividad de la GS sélo en presencia
de UDP-Glc (49). Si bien es cierto que las GS de arquebacterias parecen tener una
especificidad de sustrato mas tolerante, aun no existen resultados concluyentes al respecto.

Sintesis de almidon en plantas y algas. Existen dos tipos de almidon que, si bien compar-
ten muchas caracteristicas, presentan ciertas diferencias entre ellos. En primer lugar se
encuentra el almidén de las algas verdes y las plantas superiores. Estos organismos siempre
acumulan almidén dentro de los plastidos y lo hacen a partir de ADP-Glc. Este polisacarido
difiere en sus proporciones de amilosa y amilopectina entre distintas organismos y tejidos.
En segundo lugar, encontramos el almidén de tipo floridean que se encuentra en el
citoplasma de organismos que poseen rodoplastos (algas rojas o especies relacionadas con
ellas por endosimbiosis secundaria) (revisado en 50). Aun no esta completamente
esclarecido si el almidén tipo floridean es sintetizado a partir de ADP-Glc, UDP-Glc u otro
sustrato. En el alga roja Gracilaria gracilis se demostré la ocurrencia de la ADP-Glc
pirofosforilasa que estaria involucrada en la sintesis de almidon de tipo floridean (51). Sin
embargo, en el alga roja Gracilaria tenuistipitata se aislé una almidén sintetasa que parece.
utilizar selectivamente UDP-Glc (52). El polisacéarido de las algas rojas se caracteriza por su
aparente falta de amilosa, excepto en algunas especies unicelulares (53). El almidon de tipo
floridean es muy parecido estructuralmente a la amilopectina, y sus caracteristicas
estructurales son similares a este polisacarido de plantas superiores. Las algas rojas utilizan
el almidén como principal acumulo de hidratos de carbono, y el volumen acumulado puede
llegar hasta el 80% del volumen celular (54). La compartimentalizaciéon inusual del
polisacarido en las algas rojas es lo que plantea mas preguntas acerca de la posibilidad de que
su camino biosintético sea mas parecido al del glucégeno en mamiferos que al del
polisacarido bacteriano o de plantas. Durante esta tesis, cuando se utiliza el término almidén
sin aclaracién alguna, es en referencia al polisacarido acumulado por algas verdes y plantas

superiores.
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Las reacciones que conducen a la sintesis de almidén son esencialmente similares a
aquellas correspondientes a la sintesis de glucdgeno en bacterias, pero el producto final es fi-
sicamente diferente. La sintesis comienza con la misma reacciéon [1] catalizada por la
ADP-Glc pirofosforilasa (ver mas arriba). Al igual que sus contrapartes bacterianas, las
ADP-Glc pirofosforilasas de plantas se encuentran reguladas alostéricamente, la mayoria de
ellas activadas por 3-fosfoglicerato e inhibidas por P; (7). También ha sido demostrado que
en plantas superiores la actividad de la enzima puede ser regulada por su estado reductor (55-
57). Para una revisidn reciente de las propiedades de las ADP-Glc pirofosforilasas de plantas,

ver (58).

[7] ADP-Glc + a-1,4-glucano — ADP + a-1,4-glucosil-a-1,4-glucano

[8] a -1,4-glucano (lineal) — a -1,4-glucano (ramificado a-1,6)

La reaccidn [7] es catalizada por la almiddn sintetasa (EC 2.4.1.21), y se trata de la
misma reaccion catalizada por la GS bacteriana (reaccién [2]). Ha sido demostrada la exis-
tencia de maltiples isoenzimas de almidén sintetasas y enzimas ramificantes en plantas y al-
gas verdes (59). Pueden identificarse dos grandes grupos: el primero contiene a las almidén
sintetasas unidas a granulo (GBSS, granule bound starch synthases), que son requeridas para
la sintesis de amilosa y se encuentran esencialmente dentro de la matriz del granulo de almi-
don. El segundo grupo contiene a las almidodn sintetasas restantes (SS, starch synthase), cuya
distribucion entre las fracciones de granulo y estroma puede variar segun la especie, tejido y
estadio de desarrollo (8). El andlisis de los genomas de Arabidopsis thaliana y del arroz
muestra cinco genes principales: GBSS, SSI, SSII, SSIII y SSIV. En monocotiledéneas hay
evidencias que sugieren que la clase SSII divergid, probablemente en un evento de duplica-
cioén de genes, para contener dos clases de secuencias designadas como SSlla y SSIIb (60).
Existen pruebas de que se encuentran dos tipos de genes de GBSS, uno de ellos expresado en
endosperma y el segundo en otros tejidos (61).

Las isoenzimas parecen cumplir papeles diferentes en la sintesis de los dos polimeros
del almiddn, la amilosa y la amilopectina. Por ejemplo, en diferentes plantas (arroz, cebada,

trigo, arveja, papa, maiz) y también en Chlamydomonas reinhardtii, 1a GBSS esta involu-
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crada en la sintesis de amilosa (revisado en ref. 62). Mutantes defectivas en esta enzima,
conocidas como mutantes waxy, generan granulos de almidén que sélo tienen amilopectina
(revisado en ref. 9). Este fenotipo sugiere que la sintesis de amilosa no es indispensable para
la biogénesis normal del granulo de almidén.

La reaccién [7] fue reportada por Leloir y col. con UDP-Glc (14) como el dador
glucosidico, pero se demostré mas tarde que la ADP-Glc era mas eficiente en términos de
valores de velocidad maxima y afinidad aparente. Las SS son especificas para ADP-Glc, pero
las GBSS presentan cierta actividad con UDP-Glc como sustrato, si bien sigue siendo mucho
mejor la observada con ADP-Glc. No obstante, estd en duda la posibilidad del uso de
UDP-Glc como sustrato in vivo, dada la ausencia de este metabolito en plastidos, y otras ra-
zones discutidas en (63).

La reaccion [8] es catalizada por la enzima ramificante, siendo similar a lo que ocurre
en bacterias (ecuacion [3]). La diferencia radica en que la amilopectina presenta ramas late-
rales mas largas y menor nimero de ramificaciones que el glucégeno (20-24 unidades de
glucosa por rama y 5% de uniones a-1,6; y 10-13 unidades de glucosa por rama y 10% de
uniones a-1,6, respectivamente). Es por lo tanto esperable que las correspondientes enzimas
ramificantes presenten distintas especificidades con respecto a la transferencia de ramas, o
que la interaccién de las enzimas que ramifican el polimero en vegetales con las almidén
sintetasas sea diferente de la interaccion entre la enzima ramificante de glucégeno y las GS
bacterianas. Hay por lo menos dos clases de enzimas ramificantes en plantas y su expresién
es diferencial segun el estadio del desarrollo y el tejido (8). En plantas existen dos tipos de
enzimas desramificantes, las pululanasas y las isoamilasas. Ambas enzimas son responsables
por la hidroélisis directa de enlaces a-1,6 (8).

La naturaleza del iniciador para la sintesis del almidén es ain una cuestién sin resol-
ver. Los intentos de encontrar una proteina de caracteristicas similares a la glucogenina, lle-
varon a la identificacion de la proteina autoglucosilante denominada amilogenina, que utiliza
UDP-Glc (64, 65). Sin embargo, la naturaleza completamente diferente de la unién glucosi-
dica glucano-proteina, junto con la localizacién extraplastidica de la proteina, y su capacidad
de utilizar otros azicares ademds de la glucosa ponen seriamente en duda su participacién en
la iniciacién de la sintesis de almidén. Por otra parte, y a diferencia de los genomas bacteria-

nos, en el genoma de Arabidopsis se encuentran otras secuencias mas relacionadas con la
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glucogenina fiingica y de mamiferos que la amilogenina. La existencia de una proteina con
esta funcidn no puede ser completamente descartada.

Sintesis de glucdgeno en eucariotas. La sintesis del glucosil-nucleétido dador para el ana-
bolismo del glucégeno en eucariotas, UDP-Glc (reaccién [9]), es catalizada por la enzima
UDP-Glc pirofosforilasa (EC 2.7.7.9).

[9] UTP + GlclP « UDP-Glc + PPi

El equilibrio de la reaccion es cercano a | pero en la direccién de sintesis de UDP-Glc el otro
producto, pirofosfato, es inmediatamente degradado por la pirofosfatasa inorganica. Por lo
tanto, la formacion de UDP-Glc es practicamente irreversible en células de mamifero.

A diferencia de la sintesis de glucdgeno bacteriano o de almidén, la sintesis del nu-
cledtido azicar no se encuentra regulada. Uno de los motivos se deberia a que, en la sintesis
de glucdgeno en mamiferos, este no es un paso Unico del camino metabdlico, sino que la
UDP-Glc es utilizada para la sintesis de otros nucleétido azucares (como la UDP-galactosa o
el UDP-glucuronato), y para la glucosilaciéon de muchos constituyentes celulares. La regula-
ci6n de la sintesis de glucogeno recae entonces sobre la GS, lo cual es consistente con el con-
cepto de que el principal paso regulatorio de un camino biosintético ocurre en el primer paso

unico de esa via metabdlica.

[10] UDP-Glc + apo-glucogenina — (glucosil)-glucogenina + UDP

Estudios iniciados en la década de 1970 llevaron a la identificacion de la glucogenina
(EC 2.4.1.186), una proteina implicada en la fase de iniciacion de la sintesis de novo de glu-
cogeno en mamiferos (66, 67). La glucogenina se autoglucosila de acuerdo con la reaccion
[10], generando un oligosacarido compuesto por residuos de glucosa con uniones glicosidicas
del tipo a-1,4, el cual sirve como iniciador para la elongacién catalizada por la GS. La ma-
yor parte de los trabajos de caracterizacion de la glucogenina han sido llevados a cabo en la
enzima humana, pero los genes que codifican para proteinas del tipo de la glucogenina se en-

cuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Por ejemplo, la levadura Saccharomyces
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cerevisiae posee dos de estos genes, GLG! y GLG2, que codifican para proteinas autogluco-
silantes necesarias para la sintesis de glucégeno en este organismo (68).

Como enzima, la glucogenina posee ciertas caracteristicas inusuales, dado que actia
como el catalizador, el sustrato y el producto de una reaccién en la cual hay catalisis verda-
dera, ya que se polimerizan varias moléculas de glucosa. Las glucogeninas estudiadas hasta
el momento comparten la propiedad de catalizar la transferencia de una glucosa desde la
UDP-GIc, en una reaccién dependiente de Mn**, para formar un oligosacérido de 8 a 20 uni-
dades unido a un residuo de Tyr en la propia glucogenina. La glucogenina funciona como
homodimero, con cada subunidad catalizando la transferencia de los restos de glucosa hacia

la otra subunidad (69, 70).

[11] UDP-Glc + glucano — a-1,4-glucosil-glucano + UDP

La sintesis de glucdégeno en mamiferos estd fuertemente regulada en el paso [11],
catalizado por la GS eucariota (EC 2.4.1.11), tanto por fosforilacién como por activacién
alostérica. El mecanismo regulatorio de la GS humana ha sido estudiado en profundidad (re-
visado en refs. 71-74), porque no sdlo fue un ejemplo temprano de fosforilacién covalente
reversible, sino uno de los primeros ejemplos de un blanco intracelular de accién de la insu-
lina. La GS de mamiferos esta regulada por fosforilacién/defosforilacién mediada por quina-
sas y fosfatasas de proteinas. La GS defosforilada es activa, mientras que se inactiva por fos-
forilacion. Al menos nueve residuos de Ser que actiian como sitios de fosforilacién han sido
descriptos en la enzima de musculo de conejo (75). Por otra parte, también existe una activa-
cidn alostérica mediada por glucosa 6-fosfato (74).

Por otra parte, la glucégeno fosforilasa (EC 2.4.1.1), responsable de la degradacion
del glucégeno (reaccién [12]), también es regulada por ciclos de fosforilacién y defosforila-
cion (74). En este caso la fosforilacién ocurre en un sitio Unico, y genera cambios estructura-
les extensos que alteran la interaccidn de la macromolécula con el sustrato y los ligandos, ge-
nerando una forma mas activa denominada fosforilasa a. El glucégeno se une a la fosforilasa
a no sélo en el sitio catalitico, sino también en un “sitio de almacenamiento”, que puede an-
clar a la proteina al glucégeno y de esta forma tenerla disponible para actuar en forma rapida.

La glucogeno fosforilasa no sélo es regulada por fosforilacion, sino que también esta sujeta a
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regulacion alostérica. El AMP funciona como activador alostérico de la enzima de musculo
y su unidn cooperativa es favorecida después de la fosforilaciéon. El ATP y la GIc6P actian
como inhibidores compitiendo con el AMP. La isoforma hepatica posee propiedades simila-
res, excepto que el AMP es un activador mucho menos efectivo, el ATP y la Glc6P no com-

piten con él, y la unién de AMP no es cooperativa.
[12] a-1,4-glucano (lineal) — a-1,4-glucano (ramificado a-1,6)

Cuando hay elevada demanda de ATP (baja concentracion de ATP y GIcOP, y alta
concentracién de AMP), la glucégeno fosforilasa se encuentra estimulada mientras que la GS
esta inhibida, y se favorece la degradacién de glucdgeno. Cuando hay altos niveles de ATP y
GIc6P, ocurre lo inverso, y se favorece la sintesis de glucdgeno. Superpuesto con este con-
trol alostérico se encuentra el control por fosforilacion/defosforilacién de ambas enzimas.
Las quinasas y fosfatasas que catalizan estas modificaciones son parte de cascadas de ampli-
ficacion de senal disparadas por las hormonas glucagén, insulina y adrenalina, asi como por
[Ca”]. El glucagén y la adrenalina estimulan la degradacidn del glucégeno estimulando a la
adenilato ciclasa para aumentar los niveles intracelulares de adenosina monofosfafo ciclico
(cAMP). El cAMP activa a la proteina quinasa dependiente de cAMP, la cual activa a la fos-
forilasa quinasa y causa la fosforilacién tanto de la glucégeno fosforilasa como de la GS. La
fosforilacion activa a la glucdgeno fosforilasa, pero inactiva a la GS (revisado en (71, 72,

74).

Glicosiltransferasas: clasificacion de las glucogeno/almidén sintetasas

La transferencia de grupos glicosidicos es una de las reacciones bioquimicas que re-
viste mayor importancia, al menos desde el punto de vista cuantitativo. Alrededor de dos
tercios del carbono que existe en la biosfera se encuentran bajo la forma de hidratos de car-
bono, mayoritariamente celulosa y hemicelulosa, pero también quitina, almidon, glucégeno y
componentes de la pared celular microbiana. Ademas, la glicosilacién de proteinas es inter-

mediaria en multiples eventos regulatorios cruciales (76).
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Las glicosiltransferasas (GT) transfieren un grupo glicosidico desde una molécula da-
dora activada hacia una molécula aceptora especifica, formando una unién glicosidica. Las
posibles clases de molécula dador incluyen cominmente nucleétido difosfo azicares, nu-
cledtido monofosfo azucares y azucares fosfato. La molécula aceptora, si bien es altamente
especifica de una GT particular, puede abarcar un amplio rango de macromoléculas como
proteinas, lipidos, u otro hidrato de carbono, y numerosas clases de compuestos de bajo peso
molecular. La reaccidn de transferencia de un grupo glicosidico es una sustitucién nucleofi-
lica en el carbono anomérico, y es altamente especifica con respecto a la configuracién ano-
mérica del residuo glicosidico en el sitio de la adicién (76).

La superfamilia de las glicosilhidrolasas (GH), las enzimas que hidrolizan las uniones
glicosidicas, ha sido estudiada con mucho detalle y el conocimiento en cuanto a estructuras y
mecanismos de accidn de estas enzimas es muy superior al que se tiene de las GT (revisado
en 77). Hace mas de una década, se inici6 una clasificacion de las GH que refleja las caracte-
risticas estructurales de las enzimas, algo que la clasificacidn de la Internacional Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) (78), basada en la especificidad de las
moléculas dadora y aceptora y en la especificidad de producto, no consideraba (79). En
contraste con la nomenclatura de la IUBMB, la nueva clasificacion fue disefada para integrar
tanto las caracteristicas estructurales como mecanisticas de estas enzimas. El sistema, basado
en similitudes de secuencia aminoacidica (y por lo tanto, considerando similitudes estructu-
rales), muchas veces agrupa enzimas con diferente especificidad de sustrato en una misma
familia multiespecifica. Por otra parte, como la estructura tridimensional se encuentra mejor
conservada que la secuencia, muchas familias pueden ser agrupadas en clanes que comparten
el plegado tridimensional (o fold) y el mecanismo de reaccion (80).

Las GT han sido clasificadas de tres maneras diferentes, segun (i) la similitud de
secuencia, (ii) la configuracién anomérica del producto, y (iii) la estructura tridimensional de
la proteina (Tabla 1). La superfamilia de las GT ha sido dividida en 73 familias (GT1 a
GT73) basandose en similitud de secuencia con uno o mas miembros fundadores con activi-
dad enzimatica demostrada experimentalmente. En forma analoga a la clasificacion de las
GH, esta division de la superfamilia sigue un sistema jerarquico de familias, clanes y folds.
Se han descripto para las GT dos grandes tipos posibles de reacciones, con retencién o con

inversion de la configuracién anomérica, dependiendo de ésta en la molécula del azucar da-
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dor es la misma o diferente de aquella del producto (Figura 1). Para estos dos tipos de reac-
ciones se han propuesto dos posibles mecanismos principales, basandose en ciertas analogias
con el grupo mas estudiado de las glicosidasas (76, 81). En el mecanismo con inversién de la
configuracién, se piensa que el aceptor realiza un ataque nucleofilico en el C1 del azicar da-
dor cambiando su configuracién anomérica (82). Los detalles del mecanismo que opera con
retencién de la configuracién son menos claros, pero se ha propuesto que ocurre una sustitu-
cién nucleofilica a través de un mecanismo de doble desplazamiento (83, 84). Por analogia
con el mecanismo de las GH, esto involucraria la formacién de una glucosil-enzima interme-
diaria, liberacion de nucleétido difosfato, y subsiguiente ataque de la glucosil-enzima por el
aceptor, con retencion de la configuracion del azicar transferido. Sin embargo, la existencia
de dicho intermediario nunca ha sido demostrada para ninguna GT y la validez de esta analo-
gia mecanistica con las GH ain permanece sin comprobar. Recientemente se ha propuesto un

mecanismo concertado sin la formacién de intermediarios covalentes (84).

Tipo Factor que evalia Categorias

1) Estructura primaria  similitud familias GT1-73
ii) Reaccion quimica  configuraciéon anomérica  retiene, invierte
ii1) Estructura terciaria fold GT-A, GT-B

Tabla 1: Clasificacion de las GT.
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Figura 1: Esquema de los mecanismos con inversion y retencion de la configuracion.
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Finalmente, las GT pueden ser agrupadas de acuerdo a su plegamiento tridimensional
en GT-A y GT-B. Las familias que parecen no pertenecer a ninguno de estos dos folds estan
agrupadas tentativamente en un tercero, llamado GT-C (85). Sin embargo, recientes
estructuras resueltas, asi como la aplicacién de métodos de deteccidon de similitud de secuen-
cia mas sensibles, como HCA (hydrophobic cluster analyisis, o analisis de las regiones
hidrofébicas) (86) o PSI-BLAST (87), parecen indicar que todas las GT se dividirian
solamente en los dos tipos de fold mencionados inicialmente. El plegado GT-A puede ser
considerado como formado por dos dominios colindantes estrechamente asociados del tipo
B/c/B que tienden a formar un plano continuo de al menos 8 hojas plegadas 3, y que es por lo
tanto descripto a menudo como un unico dominio de tipo Rossmann (Figura 2). El fold
GT-B consiste en dos dominios virtualmente duplicados, cada uno de ellos con una estructura
del tipo B/c/B muy similar al fold Rossmann (Figura 2). Estos dos dominios estan asociados
en forma mucho menos estrecha. De hecho, se enfrentan uno con otro y cambian de

orientacion relativa en forma asociada con la unién de los ligandos (83).

GT-A GT-B

Figura 2: Ejemplos de estructuras de glicosiltransferasas con un fold GT-A y GT-B.

Como ejemplo de fold GT-A, se muestra la glucogenina de conejo (familia GTS, c6-

digo de PDB 1110) y con un fold GT-B, la MurG de E. coli (familia GT28, cédigo de

PDB Inlm)

La base de datos CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes, http://afmb.cnrs-mrs.fr/
CAZY/index.html) mantiene actualizada la division de la superfamilia de las GT que utilizan

nucledsido difosfo azicares, nucledsido monofosfo aziicares y azicares fosfato (EC 2.4.1.x).
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En cada familia se espera una conservacidn de la estructura tridimensional, en analogia con
lo que ocurre en la superfamilia de las GH (83).

La comparacién entre las superfamilias de las GH y las GT muestra dos importantes
diferencias. En primer lugar, la reciente elucidacidn de varias estructuras tridimensionales de
GT de diferentes familias parece sefialar la presencia de sélo dos topologias diferentes, en
marcado contraste con la inmensa diversidad de folds utilizados por las GH (77). Por otra
parte, dentro de cada fold diferente de las GH hay una conservacién estricta del mecanismo
catalitico. Esto no ocurre asi entre las GT, donde los dos grandes folds GT-A y GT-B agru-
pan clanes de GT tanto que invierten como que retienen la configuracién (83).

Las GT con un fold GT-A comparten dos grupos carboxilatos, si bien con variaciones
en la secuencia, que coordinan el metal y la ribosa, conocidos como el motivo DxD (88). Las
enzimas GT-A también comparten otro Asp o Glu estructuralmente equivalente, que actia
como la base catalitica. Mas alla de esta limitada similitud catalitica, no se han observado
otras caracteristicas obviamente conservadas. Entre las GT con fold GT-B se han encontrado
aliin menos motivos de secuencia conservados. Hasta ahora, entre las GT que unen nucledti-
dos, se ha observado que la unién ocurre en el dominio N-terminal de las GT-A o en el do-
minio C-terminal de las GT-B, con las moléculas aceptoras uniéndose al dominio opuesto.
Claramente, el tipo de fold no controla el resultado estereoquimico de la reaccién, dado que
cn muchas ocasiones el mismo fold es compartido por GT que operan con inversiéon o con
retencidn de la configuracion.

A pesar de la similitud en el plegamiento espacial entre las GT-A y las GT-B y de su
parentesco funcional, que puede llevar inicialmente a pensar en duplicacién durante la evolu-
cion, estos dos grupos parecen no estar relacionados. El fold GT-A es muchas veces des-
cripto como un dominio uUnico de tipo Rossmann. Sin embargo, mientras los dominios del
fold GT-B presentan una topologia de hojas plegadas B muy comun, la topologia del fold
GT-A parece ser unica, si bien no exclusiva de las glicosiltransferasas dado que también se la
encuentra en NDP-azucar pirofosforilasas (85). La suma de diferencias estructurales y
funcionales entre ambos grupos junto con la falta de similitud de secuencia tanto global como
local, sugiere que estos dos grupos evolucionaron hacia su similar funciéon molecular en
forma independiente o, al menos, que su Gltimo ancestro comun es extremadamente antiguo ¢

imposible de reconstruir sobre la base de las secuencias (85).



La GS de E. coli pertenece a la familia GTS, y es una glucosiltransferasa que opera
con retencion de la configuraciéon anomérica de la molécula de glucosa. Dentro de la familia
GTS se encuentran agrupadas todas las GS bacterianas y de arquebacterias junto con las al-
midodn sintetasas de algas y plantas. Mediante diversas metodologias, se ha predicho que la
estructura tridimensional de la familia GT5 adoptaria un fold GT-B (88-90). Dentro de las 73
familias en las cuales se encuentran divididas las GT, sé6lo siete comprenden GT que retienen
la configuracidn del sustrato y que poseen (o ha sido predicho que posean) un fold GT-B.
Estas familias: GT3, que incluye a las GS eucariotas; GT4, que comprende a las sacarosa
sintetasas (SuSy), sacarosa-fosfato sintetasas (SPS) y manosiltransferasas, entre otras;, GTS
de las GS bacterianas y las almidén sintetasas; GT20, que abarca a las trehalosa-6-fosfato
sintetasas; GT35, que incluye a las glucégeno, almidon y maltodextrina fosforilasas; GT32
de manosiltransferasas y acetilglucosaminil transferasas y GT44, que comprende a ciertas
UDP-Glc glucosiltransferasas. Existen miembros cuya estructura cristalina se encuentra dis-
ponible en las familias GT20 (84) y GT35 (91, 92) y, muy recientemente, de la familia GTS
(93).

Las GS bacterianas y las GS eucariotas se encuentran clasificadas en dos familias di-
ferentes y, a primera vista, no parecen compartir homologia de secuencia alguna. Las GS
bacterianas son monoméricas, no reguladas, y su masa molecular se encuentra en el rango de
48-55 kDa, mientras que las GS eucariotas son enzimas tetraméricas, con una masa molecu-
lar de 70-90 kDa por subunidad, y se encuentran reguladas alostéricamente y por fosforila-
cién/defosforilacion. Sin embargo, el analisis mas detallado de las secuencias, las prediccio-
nes de estructura secundaria y los andlisis de threading han llevado a algunos autores a suge-
rir que ambas familias estan relacionadas estructuralmente y que las GS eucariotas adquirie-

ron nuevos dominios para poder cumplir con los requisitos regulatorios (48, 90).
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Caracteristicas bioquimicas de las GS bacterianas y almidon sintetasas

La existencia de una ADP-Glc: glucdgeno transglucosilasa fue descripta por primera
vez en extractos crudos de Arthrobacter en 1964 (94). Posteriormente, se analizaron los ex-
tractos crudos de diversas bacterias, encontrandose en todos ellos esta actividad de transfe-
rencia de glucosas al glucégeno. En todos los casos el mejor dador de glucosas resulté ser la
ADP-Glc, comparado con UDP-Glc y TDP-Glc (31). Las enzimas de Arthrobacter y de
E. coli fueron purificadas parcialmente, confirmando la utilizaciéon de ADP-Glc como dador
glucosidico (95, 96). La GS bacteriana fue purificada a homogeneidad en 1976 a partir de
extractos de E. coli B, y sus propiedades cinéticas fueron estudiadas en detalle (97). La reac-
cion catalizada por la GS es reversible, pero el equilibrio esta marcadamente inclinado hacia
la sintesis de glucogeno (97). Posteriormente, se observé que la enzima purificada de E. coli
era capaz de llevar a cabo la reaccidn de sintesis sin necesidad de un glucano iniciador (98).
Recientemente, se presenté evidencia de que la iniciacion de la sintesis de glucogeno en
Agrobacterium tumefaciens no requiere de la presencia de glucanos cebadores (35). En ese
trabajo también se propone que la GS de bacterias construiria su propio glucano iniciador
transfiriendo residuos de glucosa desde la ADP-Glc hacia un aminoacido (o aminoécidos) en
la propia GS, contrariamente a lo que ocurre en la sintesis de glucégeno en mamiferos o le-
vaduras, donde son necesarias dos proteinas para la formacién de un glucano lineal a-1,4
(35). Sin embargo, el o los residuos involucrados en la autoglucosilacion de la GS bacteriana
aun no han sido identificados.

Diversos estudios de las propiedades fisicas y cinéticas de la GS de E. coli (31, 97,
99, 100) y almidén sintetasas de una variedad de fuentes (101-103), indicaron que el agre-
gado de agentes tioles 0 de EDTA eran necesarios para estabilizar la actividad enzimatica.
La naturaleza de este requerimiento en términos de residuos cataliticamente esenciales se
llevo a cabo en la GS de musculo esquelético de conejo (104, 105). Los resultados con la en-
zima de conejo mostraron la existencia de tres o cuatro residuos sulfhidrilos por subunidad de
90 kDa podian ser modificados por reactivos especificos de tioles y afectar la actividad cata-
litica de la enzima. Uno de esos trabajos informaba que la presencia de GIc6P protegia a la
GS de la inactivacidn con glutation oxidado (104). En la enzima de £. coli se llevé a cabo un
estudio sobre el efecto de la modificacion de grupos sulfhidrilos con agentes como el 4cido

iodoacético (IAA) y el acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) (106). El DTNB (tam-
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bién conocido como reactivo de Ellman) posee la capacidad de formar puentes disulfuro
mixtos con las Cys, y ha sido utilizado en diversas ocasiones para identificar la participacion
de este aminoacido en catalisis 0 unidn de sustratos en distintas enzimas (107-111). La reac-
cién del DTNB con los grupos sulfhidrilo de las proteinas produce la liberacion de éacido
2-nitro-5-mercaptobenzoico, el cual posee un coeficiente de extincion molar de
13000 M'em™ a 412 nm. Esto otorga la posibilidad de seguir el transcurso de la reaccion
por espectrofotometria. Esta reaccién puede ser revertida mediante el agregado de un agente
reductor como el ditiotreitol (DTT). El IAA reacciona muy rapidamente con las Cys para dar
el correspondiente carboximetil derivado, y su uso también se encuentra muy difundido (112-
114).

El estudio llevado a cabo por Holmes y col. (106) en la GS de E. coli reportd la
presencia de dos residuos sulfhidrilos reactivos al DTNB y al IAA, respectivamente, uno de
ellos protegido por la presencia de ADP-Glc y otro protegido por el glucégeno. Sin em-
bargo, los residuos de la enzima que estan involucrados en la inhibiciéon por DTNB y IAA no
fueron identificados. La secuencia de aminoacidos de la GS de E. coli fue deducida por pri-
mera vez en 1986 a partir de la secuencia nucleotidica del gen g/gA (115) pero no se hicieron
mas estudios tendientes a identificar estos residuos de Cys.

Existen estudios que intentaron elucidar posibles residuos involucrados en unién a
sustratos, tanto en la GS bacteriana como en almidon sintetasas de plantas. En los trabajos
sobre la GS de E. coli, los autores utilizaron modificacion quimica y posterior digestion con
proteasas para identificar a la Lys'> como un residuo importante para la interaccién con la
ADP-Glc de la GS de E. coli (116), mostrando que la ADP-Glc y el ADP protegen a la Lys'"’
en la GS de E. coli de la reaccion con adenosina difosfopiridoxal. Posteriormente, emplea-
ron mutagénesis sitio-dirigida para reemplazar la Lys y las dos Gly del motivo conservado
K'>TGGL por distintos residuos. Cuando se reemplazé a la Lys'® por Arg, GIn o Glu, se ob-
servaron aumentos en la Sy s de la ADPGlc de 7, 32 y 46 veces, respectivamente (117). El
reemplazo del par de Gly por Ala generé cambios menores en la afinidad por la ADP-Glc,
pero una disminucién de tres ordenes de magnitud en la eficiencia catalitica. Luego del anali-
sis cinético de las mutantes, los autores concluyen que Lys'5 interacciona con la ADP-Glc a

través de su grupo g-amino, y probablemente con ¢l grupo fosfato adyacente a la glucosa, y



que los dos residuos de Gly participan en la catalisis promoviendo cambios conformacionales
en el sitio activo, o bien estabilizando el estado de transicion (117).

Sin embargo, incluso la mutante K15Q resultd inactivada por adenosina difosfopiri-
doxal, si bien a concentraciones superiores a aquellas requeridas para inactivar a la enzima de
tipo silvestre (118). También en este caso la ADP-Glc y el ADP otorgaron efectos protecto-
res sobre la inactivacion, sugiriendo que el reactivo se dirigia al sitio de unién de la ADP-Glc
en la enzima mutante. EI analisis de secuencia del péptido marcado revelé que el residuo
marcado era la Lys®”’. El reemplazo de Lys*"’ por Gln gener6 una disminucién de 140 veces
en el k., de la GS con cambios superficiales en los valores de Sy s para la ADP-Glc y el glu-
cogeno. Los autores concluyen entonces que Lys*"” podria ser un residuo catalitico en la GS
de E. coli (118).

En la almidén sintetasa SSIla de endosperma de maiz se realizaron experimentos de
modificacion de Arg con el reactivo fenilglioxal (119). El fenilglioxal inactivé a la almidon
sintetasa, y esta inactivacidn fue protegida por el sustrato ADP-Glc, sugiriendo que una Arg
podria estar involucrada en la unidn del sustrato a la enzima (119). Sin embargo, al realizar
mutagénesis sitio-dirigida sobre 8 residuos de Arg diferentes, los autores no detectaron cam-
bios importantes en la afinidad de la almiddn sintetasa por la ADP-Glc. Las Arg estudiadas
en este trabajo no estan conservadas entre las almidén sintetasas ni entre las GS bacterianas.

En otro estudio de la almiddn sintetasa de maiz SSIIb-2, se utilizé la modificacién
quimica con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC), el cual modifica aminoa-
cidos acidos, y se obtuvo una inhibicién dependiente del tiempo y la concentracion del reac-
tivo (120). También en este caso la ADP-Glc protegio a la enzima de la inactivacion. Como
estos resultados sugieren la existencia de un residuo de Asp o Glu importante para la activi-
dad de la enzima, los autores mutaron cuatro Glu y ocho Asp conservados entre las almidon
sintetasas. Los resultados de la mutagénesis sitio-dirigida identificaron tres aminoacidos im-
portantes para la actividad de la almidén sintetasa. El reemplazo del Asp®' por Asn generé
una enzima que exhibi6 un 4% de la actividad y una afinidad por 1a ADP-Glc 10 veces infe-
rior comparado con la enzima silvestre, mientras que el cambio mas conservador D21E re-
sulto en una Vg de un 11% de la actividad de la enzima silvestre, sin cambios en la afinidad
por los sustratos. Cuando analizaron las mutantes D139N y E391Q), los autores no pudieron

detectar actividad de sintesis de almidén. Con el reemplazo de Asp'*® por Glu, observaron
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disminucién en la V. sin cambios en las afinidades aparentes por ambos sustratos, mientras
que la mutante E391D mostré menor Vg, y aumentos en la afinidad aparente por ADP-Glc,
glucégeno y amilopectina (120).

En sintesis, todos estos trabajos, si bien identificaron residuos que podrian ser de
potencial importancia en la catalisis enzimatica o en la unidn de sustratos, algunos no eran
concluyentes, o la verdadera naturaleza de los residuos cataliticos y de unién a sustratos de
las GS bacterianas y las almidén sintetasas permanecia por esclarecer. Por otra parte, y a pe-
sar del creciente volumen de secuencias y datos estructurales, la transferencia de grupos gli-
cosidicos con retencién neta de la configuracién es un area que presenta muchos desafios
para la investigacion. En esta tesis se presentan resultados que identifican grupos de residuos
involucrados en catalisis y union de sustratos en la GS de E. coli, y se los ubica en el con-

texto mas general de las GT que retienen la configuracion del sustrato.



Objetivos

El trabajo de la presente tesis estuvo orientado a estudiar las relaciones entre la
estructura y la funcion de la glucdgeno sintetasa bacteriana, en particular a identificar regio-

nes de unidn a los sustratos y posibles residuos cataliticos.

Los objetivos especificos que guiaron el desarrollo del trabajo experimental fueron

los siguientes:

* Identificacidn y caracterizacion de los residuos involucrados en la inhibicién de la en-
zima de E. coli por agentes que reaccionan con grupos sulfhidrilos.

» Identificacion de residuos conservados entre las GS bacterianas y las almidén sinteta-
sas de plantas y analisis de los mismos por mutagénesis sitio-dirigida.

* Generacion de un modelo de la GS de E. coli.

» Estudio de los aminoacidos involucrados en la catalisis en la GS de E. coli y su posi-
ble extrapolacidn a otras GS y almiddn sintetasas.

* Estudio de posibles sitios de unidn de sustratos en la GS de E. coli.



Resultados y discusion



Expresion y purificacion de la GS silvestre de E. coli

El gen glgA que codifica para la GS de E. coli fue subclonado a partir del plasmido
pEXa (GS en el vector de expresion pET-23d, Sivak M. N., resultados no publicados). Para
dicho subclonado se utilizé el vector de expresion pET-24a (Novagen), lo cual derivé en el
plasmido denominado pAY1. Con el fin de verificar la fidelidad del proceso, se secuencio el
inserto completo. La secuencia del gen g/gA en esta construccién no presenté ninguna dife-
rencia con la registrada en el proyecto genoma de la bacteria E. coli (121). Sin embargo, se
encontraron 18 diferencias con el primer reporte de clonado (115). La secuencia de ADN de
la GS de E. coli consta de 1431 pares de bases que codifican para una secuencia proteica de
477 aminoacidos. La enzima en su forma activa es monomérica, si bien se ha informado su
presencia bajo la forma de dimero, trimero o tetramero activos (97). El mondmero presenta
una masa molecular de aproximadamente 50 kDa (97).

La expresidn de la GS silvestre recombinante en células de E. coli fue llevada a cabo
como se describe en Materiales y Métodos. En este sistema, la enzima recombinante se ob-
tuvo en forma tipica en los extractos crudos con una actividad especifica de 70-100 U/mg.
En la Tabla 2 se puede observar la actividad especifica de la GS expresada en este sistema,
comparada con otros utilizados con anterioridad y con la actividad enddgena de las células
BL21. La actividad fue al menos 6000 veces superior a la detectable en el extracto crudo de
las células BL21(DE3) transformadas sélo con el vector pET-24a y sometidas al mismo pro-
tocolo de induccién. Asimismo, resultd superior a la actividad obtenida en extractos crudos
con otros sistemas de expresion utilizados anteriormente (116). Por estos motivos, se decidid
utilizar este sistema de expresion para llevar a cabo los estudios estructurales y cinéticos de

la GS de E. coli.

JM109 pEGS* BL21(DE3) pEXA BL21(DE3) pET-24a  BL21(DE3) pAY1

Actividad especifica en

extractos crudos (U/mg) ? 20-25 0.012 70-100

* Datos extraidos de (116).

Tabla 2: Comparacion entre diferentes sistemas de expresion de la GS de E. coli
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Una de las dificultades observadas en purificaciones anteriores de la GS de E. coli es
que es necesario un tratamiento con amilasa para degradar el glucdgeno, ya que una gran
proporcién de la enzima se encuentra unida a él (97, 116). Al mantener las células por de-
bajo de una densidad 6ptica a 600 nm (DO) se evité que llegaran a la fase estacionaria, y por
lo tanto la sintesis de glucdgeno se mantuvo en el minimo. De esta forma, fue posible supri-
mir el paso de incubacion con amilasa y posterior ultracentrifugacion.

Los resultados del proceso de purificacion se resumen en la Tabla 3. La combinacién
de estos protocolos de expresion y purificacion permitié obtener aproximadamente 2 mg de
proteina recombinante habiendo partido de 6-7 g de células. Debido a los elevados niveles
de expresion, la enzima obtenida se purificé sélo 8 veces, y alcanzd una actividad especifica
de 570 U/mg, la cual es levemente superior a purificaciones previas de la enzima recombi-
nante (116) y esta en el mismo rango que purificaciones a homogeneidad reportadas a partir

de extractos crudos de células de E. coli B (97).

Proteina . Actividad . . .
Etapa total ACt(lS])dad especifica Renc?;)lento Pu(rl,fgzics:;on
(mg) (U/mg)
Extractocrudo  102.3 7320 70 100 1.0
(NH,).SO,
corte 0-25% 11.0 5060 460 69 6.5
Mono Q 1.7 1000 570 13 8.0

Tabla 3: Purificacion de la GS silvestre recombinante de E. coli. La purificacion co-
menzo a partir de un cultivo de 1 litro de células BL21(DE3) (DO = 0.6, 6.5 g de cé-
lulas) transformadas con el plasmido pAY1. Los datos de la columna MonoQ co-
rresponden Unicamente a las fracciones mas puras combinadas.

Para verificar el grado de pureza de la enzima se llevé a cabo una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes. En la Figura 3 se muestra un SDS-PAGE de alicuotas de los
distintos pasos de purificacion de la GS recombinante de E. coli. En el fraccionamiento con
sulfato de amonio (25% de saturacion) se pierde un 90% de la proteina total, y se observa en
el SDS-PAGE que sélo permanece una banda contaminante importante, y que la enzima al-
canza una pureza de aproximadamente un 60%. Después de la columna de intercambio anié-

nico MonoQ se agruparon tUnicamente aquellas fracciones mas puras. De esta manera, si
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bien se sacrifica rendimiento, se obtiene proteina de la pureza adecuada para los estudios
subsiguientes en muy pocos pasos de purificaciéon. La proteina obtenida de estas fracciones
es la que corresponde a la calle 5, que muestra que la GS migra como una tinica banda pro-
teica de masa molecular de 50 kDa, aproximadamente. Siguiendo este criterio, se podria de-
cir que la GS de E. coli posee una pureza superior al 95%. La enzima purificada de esta ma-
nera y concentrada por encima de 1 mg/ml resultd estable a -80 °C, al menos por 24 meses, y

extremadamente resistente a ciclos de congelado y descongelado.

1 2 3 4 5 Figura 3: SDS-PAGE mostrando distintos
pasos de purificacion de la GS silvestre de
E. coli. Calle 1, marcador de pesos mole-
culares; calle 2, extracto crudo de las célu-
las BL21(DE3) transformadas con el vector

66409 —> vy : pET-24a (proteina total: 5 pg); calle 3, ex-
55.561 —» tracto crudo de las células BL21(DE3)
42.710 —p S - transformadas con el plasmido pAYl

(5 png); calle 4, precipitado 25% sulfato de
amonio (3 pg); calle 5, fracciones de
MonoQ combinadas (2 pg). El marcador
de pesos moleculares es BroadRange®, de
New England BioLabs.

Estudio de las Cys presentes en la GS de E. coli

Trabajos previos (106) demostraron que la GS de E. coli es inactivada por acido
5-5’ditiobis(2-dinitrobenzoico) (DTNB) y acido iodoacético (IAA), ambos reactivos que mo-
difican residuos de Cys, y que esta inactivacion podia ser prevenida por la presencia de sus-
tratos en el medio. Sin embargo, el o los residuos especificos que son modificados no fueron
identificados.

La secuencia de aminoécidos de la GS presenta tres Cys: Cys’, Cys’ " y Cys*®. Con
el objetivo de analizar cuales de estos tres residuos es responsable por la inactivaciéon por
modificacion quimica, se utilizé una estrategia de mutagénesis para reemplazar las Cys de la
GS por Ser, en todas las combinaciones posibles. La mutagénesis sitio-dirigida fue llevada a

cabo sobre el plasmido pAY1 como se encuentra descripto en Materiales y Métodos y luego
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verificada por secuenciacién del ADN que codifica para cada una de las enzimas mutadas.
Las mutantes obtenidas fueron: C7S, C379S, C408S, DM1 (C7S-C379S), DM2 (C7S-
C408S), DM3 (C379S-C408S) y TM (C7S-C379S-C408S) (ver para un resumen de las
mutantes de Cys). Las enzimas mutadas fueron sobreexpresadas y purificadas siguiendo el
mismo protocolo utilizado para la enzima silvestre. Mediante el analisis con Western blot se
determiné que la expresion de las proteinas mutantes fue similar a la de la GS recombinante
silvestre (datos no mostrados). Todas ellas fueron purificadas hasta homogeneidad

electroforética, como fue determinado mediante SDS-PAGE (datos no mostrados).

Posicion
7 379 408

Tabla 4: Nomenclatura de
las mutantes de Cys en las

Silvestre Cys Cys Cys distintas combinaciones u-
C7S Ser Cys Cys tilizadas.

C379S Cys Ser Cys

C408S Cys  Cys Ser

DMI1 Ser Ser Cys

DM2 Ser Cys Ser

DM3 Cys Ser Ser

™ Ser Ser Ser

Caracterizacion cinética de las enzimas mutantes de Cys

La GS silvestre y las variantes mutadas fueron purificadas a homogeneidad y analiza-
das para comparar sus parametros cinéticos. Los resultados se resumen en la Tabla 5.
Cuando se determin¢ el Sy s para la ADP-Glc utilizando la enzima silvestre, éste arrojé un re-
sultado de 11 pM. Este dato corrobora los valores publicados con anterioridad (97), que
situaban el Sy s para ADP-Glc de la enzima silvestre de E. coli purificada a partir de la fuente
natural en 35 pM. Los Sy s para las mutantes C7S y C408S no fueron significativamente di-
ferentes, 15 y 13 uM respectivamente. Por otra parte, los valores del Sy s de ADP-Glc de las
mutantes C379S y TM aumentaron 38 y 56 veces respectivamente. Las actividades especifi-
cas de las mutantes C7S y C408S se ubicaron en el rango de 40-60% de la V,,,, de la enzima
silvestre, mientras que las mutantes C379S y TM presentaron una actividad especifica 6 y
12.5 veces menor, respectivamente.

En la Figura 4 se muestran las curvas de saturaciéon de ADP-Glc para la enzima

silvestre y la mutante C379S. La mutante muestra una afinidad disminuida por el sustrato
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ADP-Glc y una menor V.. Estas curvas son representativas de las cinco curvas indepen-

dientes usadas para calcular los Sy s para las diferentes mutantes.
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Figura 4: Curvas de saturacion de ADP-Glc para la GS silvestre de E. coli (-e-) y la
mutante C379S (—o-).

La DM2 mostré un Sy s para ADP-Glc de 18 pM y su actividad especifica estuvo en el
mismo rango que la GS silvestre. Por otra parte, DM1 y DM3 mostraron un Sp 5 en el mismo
orden que la TM, casi 60 veces mayor al de la enzima silvestre. DM2 retuvo aproximada-
mente el 90% de la actividad enzimatica de la enzima silvestre, mientras que DM1 y DM3
presentaron una actividad del 22-24%.

El analisis cinético de las enzimas mutantes de Cys a Ser revel6 la importancia de la

37 por Ser

Cys®” comparada con los otros dos residuos homélogos. El reemplazo de la Cys
disminuyé 38 veces la afinidad aparente de la enzima por la ADP-Glc, mientras que la misma
mutacién en la Cys’ o la Cys**® no generé cambios significativos (Tabla 5). Este efecto no
solo fue especifico del residuo Cys®”, sino que también resultd especifico para el sustrato
ADP-Glc, porque el Sy s del glucogeno no fue significativamente alterado en ninguna de estas
mutantes. Todas las mutantes simples (C7S, C379S, C408S) mostraron alteraciones leves en
la eficiencia catalitica. Estas mutantes presentaron disminuciones de 2.4, 4.7 y 1.6 veces res-
pectivamente, en relacion a la actividad especifica de la enzima silvestre. Después de anali-
zar estos resultados, decidimos reemplazar a la Cys®” por otros aminoécidos para estudiar el

efecto de ubicar diferentes grupos en esta posicion sobre las propiedades cinéticas de la en-

zima. Encontramos que las mutaciones C379A y C379T mostraron una afinidad aparente por
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la ADP-Glec 77 y 123 veces menor que la enzima silvestre, respectivamente (Tabla 5). Estos
aumentos significativos en el Sy5s de la ADP-Glc indican que la Cys’”’ estaria involucrada en
la interaccion con la ADP-Gle, o bien contribuyendo con la arquitectura correcta de su sitio
de unién. Por otra parte, no parece que este residuo tenga un papel evidente en la union al
glucdgeno, dado que ninguna de las mutaciones simples generé aumentos en el Sy 5 del glu-
cégeno superiores a las 1.8 veces. Incluso la doble mutante DM1 y la TM mostraron leves
cambios en el sentido opuesto. Es posible que estas mutaciones causen sutiles perturbaciones
en la estructura que se ven reflejadas en esos cambios menores en la cinética.

La Viyax de la mutante C379S es sélo 5 veces menor que la de la enzima silvestre, y
esto no resulta suficiente para asignarle a este residuo un papel especifico en catalisis. El re-
emplazo de la Cys®” por Ala afect6 principalmente la afinidad por la ADP-Glc, dado que el
So.5 se incremento6 77 veces, mientras que la Vi, disminuyé sélo 4 veces. Sin embargo, otras
mutaciones en este sitio generaron mayores efectos en la eficiencia catalitica. Cuando se re-
emplazd la Cys3 7 por Thr, el efecto sobre el Sy 5 de la ADP-Glc fue incluso superior (123 ve-
ces mayor) pero la actividad especifica fue sélo un 0.3% de aquella de la enzima silvestre.
Es posible que este cambio sea causado por un efecto estérico, porque la diferencia entre Ser
y Thr es solamente un grupo metilo. De hecho, cuando un grupo atin mas voluminoso, como
el Asp, reemplazé a la Cys’”, la actividad de la enzima disminuy6 més de 4 6rdenes de mag-
nitud (Tabla 5). No se detectd actividad superior a los controles negativos en la mutante
C379D purificada a homogeneidad, por lo cual no fue posible analizar otros parametros ci-
néticos. Al mutar la Cys®”® por Leu se gener6 una forma inactiva e inestable que fue proteo-
lizada en la célula, generando un polipéptido de 41 kDa (Figura 5). Probablemente, la intro-
duccién de un grupo hidrofébico y voluminoso en esta posicion imposibilite el plegado co-
rrecto de la proteina, exponiéndola a la accion de proteasas. Como conclusion general, el
reemplazo de la Cys®’”® por residuos de tamafio menor o similar (como Ala y Ser) disminuyo
la afinidad de la enzima por la ADP-Glc, y el reemplazo por grupos mas voluminosos (Thr,

Asp y Leu) afect6 severamente la catalisis.

1 T s i 5 Figura 5: Western blot mos-
trando extractos crudos de célu-
las BL21(DE3) expresando dis-
S0KDa 5 S MG A0S o tintas mutantes de la GS de E.
41 kDa —p o coli. Calle 1, GS silvestre; calle

2, C379A; calle 3, C379T; calle

4, C379L; calle 5, C379D.
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Inactivacion de la GS de E. coli por DTNB

Se midi6 la actividad de las mutantes simples Cys’, Cys®” y Cys*'® a Ser en presencia
de distintas concentraciones de DTNB. En la Tabla 6 se muestran las concentraciones del
DTNB que inactivan al 50% de la enzima (/ps) para cada mutante. La enzima silvestre fue
afectada severamente por el DTNB, con un /5 de 1.2 uM. El I s para las mutantes C7S y
C408S fue de 7.8 y 7.0 uM, respectivamente. Por otra parte, el I, s para las mutantes C379S
y la triple mutante (TM) aumenté a 130 y 1200 puM, respectivamente (Tabla 6). El reemplazo
de Cys®”® por Ser fue el que confirié a la enzima mayor resistencia a la inactivacién con
DTNB. En forma concordante, la TM (que incluye a la mutacién de la Cys®’”® por Ser) es
también extremadamente resistente a la inactivacion por este reactivo. Sin embargo, estos
resultados también sugieren que el DTNB a altas concentraciones puede interferir con la re-
accidn de sintesis de glucégeno, dado que incluso la TM, que no posee ninguin residuo de

Cys, resulto inactivada en esas condiciones.

Glucégeno sintetasa I,s DTNB (uM)
Enzima 1.2 = 0.1
C78 78 = 2.8
C3798 128 + 32
C408S 70 =+ 1.1
TM (C7S-C379S-C408S) 1200 + 130

Tabla 6: Inactivacion de la sintesis de glucégeno en presencia de diferentes concen-
traciones de DTNB. Los resultados son el promedio de dos experimentos indepen-
dientes y el error es la diferencia entre ellos.

La modificacién con DTNB de Cys individuales fue estudiada a continuacion en las
dobles mutantes, con sélo una Cys presente a la vez. Para reducir al maximo posibles efectos
inespecificos como los mencionados anteriormente, estos estudios se dividieron en dos eta-
pas, separando asi la modificacién quimica con el DTNB del analisis de actividad enzima-
tica. Las enzimas fueron incubadas con DTNB vy, a diferentes tiempos, se tomaron alicuotas
para determinar la actividad. En este paso el DTNB se diluyé 100 veces, con lo cual fue mi-

nima la cantidad del reactivo que se acarred a la mezcla de reaccion. Con esta estrategia, la
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enzima silvestre result inactivada rapidamente por el DTNB, mientras que la TM no fue
afectada. Como control, tanto la enzima silvestre como las distintas mutantes fueron incuba-
das en las mismas condiciones en ausencia de DTNB, para verificar su estabilidad durante el
experimento (datos no mostrados). En la Figura 6 se muestran las curvas de inactivacién de
la GS silvestre y las tres dobles mutantes. La enzima silvestre mostrd un ¢y s de inactivacion
en presencia de DTNB 10 uM de menos de un minuto a 0 °C (Figura 6) mientras que la TM
permaneci6 activa incluso después de 20 min de incubacién (datos no mostrados). La DM2
fue inactivada siguiendo el mismo patrén de la enzima silvestre, pero la DM1 y la DM3 re-
sultaron insensibles al tratamiento con DTNB. Como DM2 tiene presente sélo Cysm, éste
debe ser el residuo responsable por la inactivacion con DTNB. La presencia de ADP-Glc
1 mM en la mezcla de incubacidn previno la inactivaciéon mediada por DTNB tanto de la en-
zima silvestre como de la DM2 (Figura 6). Por otra parte, el agregado de glucégeno de
higado de conejo hasta 2.5 mg/ml no protegid a la GS en forma significativa. Esta inactiva-
cioén por DTNB parece ser reversible, dado que después de una incubacion de 20 min, el tra-
tamiento con DTT 5 mM generd una recuperacion en la actividad de la DM2 y de la enzima
silvestre de un 95 y 70% respectivamente (datos no mostrados). Esto indica que, en las con-
diciones de este experimento, el DTNB afecta la actividad enzimatica sdlo a través de su ca-
pacidad para modificar covalentemente grupos sulfhidrilos. Asi, estos resultados sugieren
que cuando la Cys®”® no se encuentra presente (reemplazada por Ser), en cualquiera de las
combinaciones posibles, la enzima ya no puede ser inactivada por DTNB. Por otra parte, la
ADP-Glc previno la inactivacion de la enzima silvestre y de la DM2, las cuales tienen a
Cys®"® en su secuencia, mientras que el glucégeno no tuvo efecto alguno sobre dicha inacti-

vacion.

37



. r , , " , : -

100¢ bﬁ_‘ 8 6 e

40 T DM1 (C7S-C379S)
L.\.\‘jsilvestre

20 5 1

100

% actividad remanente
o
[ e 2
o0

DM3 (C379S-C408S)

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Tiempo de incubacién (min)

Figura 6: Inactivacion de la GS por incubacién con DTNB. La actividad remanente
de las distintas enzimas fue ensayada luego de diferentes tiempos de incubacién con
DTNB 10 pM a 0 °C como se describe en Materiales y Métodos. —0— control, —e—
ADP-Glc 1 mM, —A- glucdgeno de higado de conejo 2.5 mg/ml en la mezcla de in-
cubacion.

Proteccion de la modificaciéon con DTNB

Los experimentos mencionados hasta ahora demuestran que el DTNB inactiva a la
enzima si y sélo si Cys®’”® esta presente. Para verificar que la inactivacién ocurre debido a la
modificacion quimica de este residuo particular, se siguid espectrofotométricamente la re-
duccion de DNTB en presencia de diferentes mutantes de la GS. Posteriormente, se calcula-
ron las primeras derivadas del espectro del DTNB para aumentar de esta forma la sensibili-
dad. Los resultados se pueden observar en la Figura 7. Como control positivo, una solucién
de Cys 10 uM alterd el espectro del DTNB, haciendo que aparezca un pico negativo a 445
nm. Se obtuvo un cambio similar en el espectro cuando se agregd la GS silvestre 10 uM,

mostrando que sélo un grupo sulfhidrilo por molécula de enzima reacciona con el DTNB. En
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la Figura 8 se puede observar el transcurso de la reaccion del DTNB con la enzima silvestre a
lo largo del tiempo. La presencia de ADP-Glc en el medio impidid este cambio en el espec-
tro, indicando que este sustrato protege a la enzima de la modificaciéon por DTNB (Figura 7).
Como control negativo se utilizé a la mutante sin Cys TM, que no produjo ninglin cambio en
el espectro del DTNB, tanto en presencia como en ausencia de ADP-Glc. Las dobles mu-
tantes DM1, DM2 y DM3 fueron analizadas para confirmar cual de las Cys era la responsa-
ble por los cambios espectrales del DTNB. DM2, que tiene s6lo Cys*’® en su secuencia, fue
la unica de las dobles mutantes que reaccioné con el DTNB como la enzima silvestre (Figura
7). La presencia de ADP-Glc en el medio también previno la reacciéon del DTNB con la
DM2. Cuando se utilizé a la GS silvestre previamente desnaturalizada con cloruro de guani-
dina 6 M, se observé la modificacidn de tres grupos sulfhidrilos por molécula de GS, lo cual
no fue impedido por la presencia de ADP-Glc en el medio (datos no mostrados). La reaccidn
del DTNB con la GS silvestre o la DM2 no fue prevenida por el agregado de maltoheptaosa
(que también puede funcionar como sustrato de la GS) al medio de incubacién hasta concen-
traciones de 20 mM (datos no mostrados). No se utilizd glucdgeno en estos experimentos
debido al aumento de turbidez en el medio que interfiere con el registro de la absorbancia.

La inactivacidn de la GS por DTNB esta correlacionada con la modificacién de un
grupo sulfhidrilo por molécula de enzima silvestre (Figura 8). El hecho de que las otras dos
Cys sélo reaccionen con DTNB cuando la enzima fue desnaturalizada previamente con clo-

408 probablemente no se encuentran ex-

ruro de guanidinio 6 M sugiere que las Cys’ y Cys
puestas en la estructura tridimensional de la enzima. La unica doble mutante con un grupo
sulfhidrilo reactivo al DTNB es la DM2 (Figura 7). Por lo tanto, la Cys®’® debe ser el tnico
residuo reactivo a la modificacién con DTNB en la GS silvestre. La ADP-Glc previno la
modificacion y la consecuente inactivacion de la enzima, sugiriendo fuertemente que este re-

siduo se encuentra localizado en o cerca del sitio de unidn del sustrato.
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Primera derivada (AA . nm™")

Sin enzima DM1 (C7S-C379S)
0.000+
-0.001}
-0.002} |
; Control Control
------ Cys 10 uM ~+e-+- ADPGIc 1 mM
GS silvestre DM2 (C7S-C408S)
0.000+
-0.001
-0.002}
Control Control
-------- ADPGIc 1 mM -ee-+-- ADPGIc 1 mM
TM (C7S-C379S-C408S) DM3 (C379S-C408S)
0.000}
-0.001
-0.002
Control Control
........ ADPGIc 1 mM oo~ ADPGIc 1 mM
400 450 500 400 450 500 550

Figura 7: Primera derivada del espectro visible del DTNB en presencia de diferentes
mutantes de la GS de E. coli. Los espectros fueron registrados y la reaccion llevada a
cabo como se describe en Materiales y Métodos. Todos los espectros fueron regis-
trados en presencia de DTNB 40 uM con la enzima indicada, en ausencia (control) o

Longitud de onda (nm)

en presencia de ADP-Glc 1 mM.
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Figura 8: Curso de la modificacion de grupos sulfhidrilos en la GS silvestre de E.
coli. Se incubbd la GS silvestre de E. coli con DTNB a temperatura ambiente y se re-
gistro el aumento de la absorbancia Ay, ., @ lo largo del tiempo.

Inactivacién de la GS de E. coli por IAA

Holmes y col. reportaron que la GS silvestre de E. coli es inactivada por IAA (106),
pero sin llegar a determinar qué residuo era el responsable por dicha inactivaciéon. Con el
objetivo de verificar si el IAA también inactiva a la enzima debido a la modificacién quimica
de la Cys’”, llevamos a cabo una serie de experimentos sobre la GS de E. coli. Estos expe-
rimentos se realizaron sobre las dobles mutantes de Cys, para analizar directamente el efecto
del inhibidor sobre residuos individuales. Como controles se utilizaron la enzima silvestre y
la triple mutante TM. En la Tabla 7 se muestran los /5 correspondientes a la enzima silves-
tre y las dobles mutantes de Cys. Si bien el IAA inhibe a la enzima silvestre, lo hace con una
potencia significativamente menor que la del DTNB. El /5 del IAA para la enzima silvestre
es de 0.41 mM, comparado con 1.2 uM para el DTNB. La actividad de la TM no se ve afec-
tada por la presencia del IAA en el medio de reaccion hasta concentraciones de 10 mM. La
DMI se comporta de igual manera que la TM, es decir que su actividad no se afecta, al me-

nos dentro del rango de concentraciones de IAA utilizadas en este experimento.
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Enzima fos IAA (mM) Tabla 7: I, 5 correspondientes a la inactivacion de las
0.41 + 0.01 enzimas con IAA. La reaccion fue llevada a cabo
como se describe en Materiales y Métodos.

GS silvestre

DMI1 >>10*
* No se registré inhibicién de la actividad enzimatica hasta
DM2 0.46 +0.03 una concentracion de IAA de 10 mM en las condiciones
§ utilizadas en este ensayo.
DM3 P $ P: Inhibicién parcial. La enzima DM3 se inhibe
™ >>10* parcialmente, llegando a un 55% de actividad a una
concentracion de IAA de 10 mM.

En la Figura 9 se muestra el curso de la inactivacion con IAA a lo largo del tiempo
para las distintas mutantes. Al igual que en los experimentos con DTNB, la enzima es in-
hibida cuando la Cys’’® se encuentra presente, tanto en la enzima silvestre como en la DM2.
Asimismo, la inhibicién causada por reaccién del IAA con este residuo es prevenible me-
diante la presencia de ADP-Glc, pero no del glucdgeno, en el medio. Estos datos estan de
acuerdo con la posibilidad de que la Cys®” se encuentre cercana a, o forme parte del sitio de
unién de la ADP-Glc. Sin embargo, la DM3, que posee sélo la Cys’ en su secuencia, tam-
bién resultd inhibida parcialmente por el IAA, en una menor proporcién que la enzima sil-
vestre o la DM2. Esta inhibicidn present6 la particularidad de que pudo ser protegida por la
presencia de glucdgeno en el medio, pero no por ADP-Glc (Figura 9).

En la Tabla 8 se indican los porcentajes de actividad remanente de la GS silvestre y
las DM luego de agregar IAA 5 mM vy distintos sustratos al medio de incubacién. La inhibi-
cion por 1AA de la GS silvestre y la DM2 es protegida por la presencia de ADP-Glc, pero no
por otros sustratos como el glucdgeno o la maltoheptaosa. La incubacién de la DM3 con
IAA 5 mM por 20 min generd una pérdida del 30% de la actividad de la enzima. Esta inacti-
vacion parcial pudo ser prevenida por la presencia de glucdgeno en el medio de incubacidn,
pero no por ADP-Glec, maltosa o maltoheptaosa solas. No obstante, se observé una protec-
cién incompleta cuando se combinan la ADP-Glc con la maltoheptaosa (Tabla 8). Estos re-
sultados sugieren que el acceso del IAA a la Cys’ podria verse bloqueado cuando la enzima
se encuentra unida al sustrato glucégeno. Utilizando IAA marcado radiactivamente, se habia
determinado que la pérdida de actividad de la GS silvestre de E. coli por incubacién con IAA
correlaciona con la incorporacion de tres moléculas de IAA por molécula de enzima (106).

Por lo tanto, es probable que este reactivo también modifique a la Cys*®, pero que esto no
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afecte a la actividad enzimatica. El DTNB, por el contrario, reacciona unicamente con la

379

Cys’"" (Figura 7 y Figura 8). Estos experimentos y su relacion con la estructura tridimensio-

nal de la GS de E. coli seran discutidos en detalle mas adelante.

GS silvestre DM1
J“F s —

o

2
[
()]
| -
3]
E
o
©
1]
© + + + +
>
5 A DM3
© A
S 1
0 5 10 s 20 0 5 10 5 2
Tiempo (min)

Figura 9: Inactivacion de la GS por incubacién con IAA. La actividad remanente de
las distintas enzimas (WT, DM1, DM2 y DM3) fue ensayada luego de diferentes
tiempos de incubacidn en presencia de IAA 5 mM a 25 °C como se describe en Mate-
riales y Métodos. —o— control, —e—ADP-Glc 1 mM, —A— glucogeno de higado de
conejo 2.5 mg/ml en la mezcla de incubacién.
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GS DMI1 DM2 DM3
silvestre (C7S C379S) (C7S C408S) (C379S C408S)

Control sin IAA 100* 100* 100* 100*

Control 31 97+2 2+ 62+£5
ADP-Glc 50+3 95+3 45+ 4 605
Glucégeno 3+2 92+2 21 98+ 2
Maltosa 21 95+3 31 643
Maltosa + ADP-Glc 51£5 94 +4 422 636
Maltoheptaosa 31 92+4 2+1 64+4
Maltoheptaosa + ADP-Glc 54+ 4 93+3 44 + 1 806

* Representa la actividad de la enzima respectiva luego de 10 min de incubacion a 25 °C en
buffer a pH 8.0 en ausencia de sustratos o inhibidores.

Tabla 8: Actividad remanente de la GS silvestre y las DM en presencia de distintos
sustratos luego de incubacion con IAA. Las diferentes enzimas fueron incubadas a
25 °C en la oscuridad en presencia de IAA 5 mM. Luego de 10 min de incubacién, la
reaccion se detuvo con el agregado de B—mercaptoetanol, y se midié la actividad re-
manente. Los valores absolutos de actividad se muestran en la Tabla 5.

Inhibicién por Glc1P y AMP

El analisis de las curvas de saturacion de sustrato de las mutantes de Cys purificadas
indicé que la Cys’”’ esta involucrada, directa o indirectamente, en la interaccién de la enzima
con la ADP-Glc. Para investigar mas en detalle que porcién de la molécula de ADP-Glc in-
terviene en esta interaccion, estudiamos la afinidad de la enzima silvestre y la mutante
C379A por la GlclP y el AMP. Tanto la Glc1P como el AMP pueden ser considerados por-
ciones de la molécula del sustrato ADP-Glc (Figura 10). Un efecto diferencial sobre la afini-
dad por estas moléculas indicaria qué parte de la ADP-Glc esta involucrada en la interaccién

estudiada.

Figura 10: Estructura qui-
mica de la ADP-Glc. La
GlclP y el AMP representan
dos partes de la molécula de
ADP-Glc, y funcionan am-
bos como inhibidores com-
petitivos de la GS de E. coli.
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Se ensayd la posibilidad de que la Glc1P y el AMP actuaran como inhibidores de la
GS, compitiendo con la ADP-Glc. Para comprobar esta hipotesis, se realizaron curvas de
saturacion de ADP-Glc en presencia de concentraciones variables de cada uno de estos com-
puestos. En la Figura 11 se presentan las curvas de saturacidn de sustrato, las cuales alcan-
zan valores de Vi, similares, mientras que el Sps para la ADP-Glc aumenta a medida que
aumenta la concentracion del inhibidor. Esto es lo esperable para un inhibidor que compite
con el sustrato por el mismo sitio de union. Luego, el Sys de la ADP-Glc calculado se repre-
sentd graficamente en funcién de la concentracion de inhibidor utilizada (Figura 12) y se
realiz6 un ajuste lineal. De este grafico se calcularon las K, correspondientes a cada inhibi-
dor. Tanto la Glc1P como el AMP actuaron como inhibidores de la GS silvestre compitiendo
con el sustrato ADP-Glc con una K; de 1.15 y 0.17 mM, respectivamente. Cuando el mismo
parametro fue calculado para la mutante C379A, la K, para el AMP se increment6 de 2.8 ve-
ces, mientras que la K; para la Glc1P aumento6 75 veces respecto de la de la enzima silvestre
(Figura 12).

En nuestros estudios, tanto el AMP como la GlclP actuaron como inhibidores de la
GS compitiendo con la ADP-Glc. Esta conducta es la esperada para compuestos que se unen
al sitio de union de sustrato pero que no participan en la reaccion catalitica. El reemplazo de
Cys®”® por Ala apenas modificé la K; correspondiente al AMP, indicando que este residuo no
es critico para la unién del nucleétido monofosfato a la enzima. Sin embargo, la mutacién
C379A afectd severamente la afinidad por la GIclP, y en la misma magnitud en la cual se
afect6 la afinidad aparente por la ADP-Glc (75 y 77 veces menos que la enzima silvestre,
respectivamente) (Figura 12). Por otra parte, la presencia de Glc1P 10 mM protegid a la en-
zima de la inactivacién por DTNB, mientras que el AMP no ejercid proteccidn en el rango de
1-50 mM testeado (datos no mostrados). Estos resultados indican que la Cys®” es importante
para la interaccion de la enzima con la porcién fosfoglucosa de la ADP-Glc, y no con la por-

cion nucleotidica.
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Figura 11: Curvas de saturacion de ADP-Glc en presencia de diferentes concentra-
ciones de AMP o GlclP. Las curvas de saturacion de ADP-Glc se registraron para la
GS silvestre y para la mutante C379A. Las curvas control fueron obtenidas en au-
sencia del inhibidor.
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Figura 12: Sy de la ADP-Glc graficado en funcion de la concentracion de inhibidor.
De la extrapolacion de la regresion lineal hasta el 0 del eje de ordenadas se estima la

constante de inhibicién (Xj).

WT C379A
Inhibidor
K (mM) K; (mM) Incremento (veces)
GlclP 1.15 £ 0.17 86 + 6 75
AMP 0.17 % 0.01 0.476 = 0.025 2.8

Tabla 9: Inhibicién de la GS silvestre y la mutante C379A con Glc1P y AMP
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Conservacion de los residuos de Cys

En la Tabla 10 se muestra una comparacion de secuencias de GS bacterianas y almi-
dodn sintetasas de plantas representativas de diversos origenes, en las regiones que flanquean
a los tres residuos de Cys estudiados. Se puede observar que Cys’ y Cys*® no estan conser-
vadas, pero Cys’ se encuentra cercana a una region altamente conservada, K'*TGGL en la se-
cuencia de la enzima de E. coli. Esta regidn ha sido estudiada anteriormente, y la Lys' ha
sido involucrada en la unién de la ADP-Glc a la GS (116, 117). La Cys®”’, por el contrario,
es un residuo conservado en un 100% de las GS bacterianas y las almidén sintetasas secuen-
ciadas hasta la fecha. Asimismo, se encuentra localizado en una regién altamente conser-
vada, que seria un /oop segun las predicciones de estructura secundaria (Tabla 10).

La region que rodea a la Cysm se encuentra altamente conservada no soélo entre las
GS bacterianas y las almidon sintetasas, sino también entre las GS de organismos eucariotas.
La Cys®”® en particular es reemplazada por un Trp en las secuencias de mamiferos, pero la
secuencia general del /loop se encuentra conservada. En la Tabla 11 se alinearon las secuen-
cias consenso para esta region correspondientes a GS de bacterias, arquebacterias y eucario-

tas, y almidon sintetasas de plantas.
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Grupo taxonémico  Secuencia consenso

GS Bacteria [P/A]SX X EX C GII/LIXQ
Almidon sintetasas [P/TISX F EP C G L XQ
GS Arquea P SX[F/W]EP[F/CIG[I/L]IXX
GS Eucariotas [P/A]JSY Y EP W G Y TP

Tabla 11: Secuencias consenso (100%) correspondientes a la region que flanquea a la
Cys®”. Los residuos conservados en los cuatro grupos estan en color rojo, mientras
que los residuos conservados entre las GS bacterianas y las almidén sintetasas estan
en color verde.

Caracterizacion de la region que flanquea a la Cys*”

La estructura secundaria de fragmento S*’*RFEPCGLTQ* es considerada como loop
por varios programas de prediccion de estructura secundaria (PHD, PSI-PRED, SS-Pro).
Estos programas clasifican a la GS de E. coli como una proteina o/3. Ha sido observado con
anterioridad que en las enzimas con estructuras o/f3 la estructura del sitio activo suele estar
conformada por residuos localizados en los loops entre cada hoja plegada 3 y la a-hélice sub-
siguiente (122). En particular, este hecho ha sido observado dentro de la familia de las GT
(90). La region comprendida entre los residuos 373 y 380 en la GS de E. coli esta predicha
como un loop entre una hoja plegada 8 y una a-hélice (90). Considerando que encontramos
que la Cys™ es importante para la interaccién de la enzima con la ADP-Glc, y que otros
aminoacidos en esta region estan altamente conservados, nuestra hipdtesis fue que este loop
putativo se encuentra cerca del sitio de unidn del sustrato ADP-Glc, y que podria tener otros
papeles importantes en la actividad de la enzima. Decidimos, por consiguiente, caracterizar
el papel funcional de otros residuos en esta misma area mediante mutagénesis sitio-dirigida.
El grupo lateral de cada uno de los residuos absolutamente conservados entre las GS
bacterianas y las almidon sintetasas en esa porcion de la GS de E. coli (Tabla 11) fue
reemplazado por Ala y las enzimas mutantes obtenidas fueron caracterizadas cinéticamente.
Los residuos estudiados fueron Ser’”, Glu*”’, Cys*” y GIn**?. La Gly**® también se encuen-
tra absolutamente conservada, pero decidimos no generar mutantes de este residuo particular
porque es probable que su conservacion en todas las GS y almidén sintetasas se deba a
propositos exclusivamente estructurales, o bien las interacciones sean a través del esqueleto

carbonado de la estructura proteica.
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Caracterizacion cinética de las mutantes en la posicion 377

El sistema de expresidn utilizado con la GS silvestre y las mutantes de Cys garantiza
que la enzima endégena representa menos del 0.02% de la enzima recombinante expresada.
Sin embargo, aun ese 0.02% de actividad proveniente de la enzima endégena puede interferir
cuando la/s mutacidn/es generan una especie enzimatica con actividad especifica varios or-
denes de magnitud menor que la de la enzima stlvestre. Para superar este inconveniente, las
GS mutantes con muy baja actividad especifica fueron expresadas en células BL21(DE3) de
E. coli, utilizando la construccién pAY3, que aprovecha el sistema His-Tag” (Novagen) al
agregar un ctiquetado de 6 histidinas en el extremo C-terminal de la secuencia cnzimatica
(ver detalles en la seccién Materiales y Métodos). Los parametros cinéticos de la GS silves-
tre con una HiS°Tag® en su extremo C-terminal fueron muy similares a los de la enzima sil-
vestre, y se encuentran resumidos en la Tabla 12. La enzima exhibié una Vy,,« de 500 U/mg,
en el mismo orden que la GS silvestre (570 U/mg), y las afinidades aparentes por ambos sus-
tratos también se mantuvieron en el mismo rango. Las enzimas mutantes fueron ensayadas
como se describié en Materiales y Métodos para comparar sus parametros cinéticos con los
de la enzima silvestre. La actividad especifica de la mutante E377A purificada fue cuatro 6r-
denes de magnitud inferior a la de la GS silvestre (0.05 U/mg). Un efecto ain mayor fue ob-
servado para la mutante E377Q (Tabla 12). A pesar de este draméatico efecto sobre la efi-
ciencia catalitica, la afinidad aparente por los sustratos de las mutantes E377A y E377Q no se
alterd en forma significativa. Ambas mutantes mostraron Sy s para ADP-Glc en el mismo
rango que la enzima silvestre, 70 y 61 pM, respectivamente. La actividad especifica de la
mutante E377D disminuy6 57 veces, pero esta mutante mostro cierta alteracion en la afinidad
aparente por la ADP-Glc, ya que el Sy s para este sustrato aumentd 83 veces. Si bien la acti-
vidad especifica de la mutante E377D resultd significativamente menor a la de la enzima sil-
vestre (57 veces menor), es aun una actividad considerable en comparacién a la de las mu-
tantes E377A y E377Q, destacando la importancia de poseer una carga negativa en la posi-
cién 377. La afinidad aparente por cl glucdgeno es mayor en estas mutantes con baja activi-
dad especifica, lo cual puede ser un efecto causado por la gran disminucidn en la eficiencia

catalitica.
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Restitucion de la actividad por modificacion quimica de la mutante E377C

Para verificar si la presencia de una carga negativa en la posicidon 377 podia restaurar la
actividad enzimatica de una mutante inactiva, se reemplazé el residuo Glu*”’ por una Cys, la
cual es reactiva a la carboximetilacién con IAA. Esta estrategia permitiria un rescate de la ac-
tividad enzimatica por incubacién con IAA, demostrando la importancia de una carga negativa
en dicha posicién (Figura 13 A). Para evitar la interferencia con otros residuos de Cys, y dado
que ya habia sido demostrado que la GS se inactiva por reaccién del IAA con la Cys®", este
experimento se llevd a cabo con la TM. Los parametros cinéticos de la TM estan detallados
en la Tabla 5. La enzima sin Cys es activa, pero su actividad es 12 veces menor que la activi-
dad de la GS silvestre. A pesar de esto, sc trata dc una actividad significativa de 46 U/mg, muy

377 por Cys generd, como era

superior a las mutantes E377A o E377Q. El reemplazo del Glu
esperable, una enzima con una actividad especifica extremadamente baja, 2300 veces menor
que la actividad de la TM y 25000 veces menor que la de la GS silvestre (Tabla 13). La en-
zima purificada TM-E377C (C7S, C379S, E377C, C408S) fue incubada con IAA I mM, y a
diferentes tiempos se tomaron alicuotas para la medicion de actividad enzimatica de acuerdo a
lo establecido en Materiales y Métodos. Con este tratamiento la mutante TM-E377C la activi-
dad fue rescatada hasta alcanzar el mismo nivel que la TM (Figura 13 B). Por otra parte, la in-
cubacién con iodoacetamida (IAM) no aumento la actividad de la mutante TM-E377A. Este
control indica que un grupo carboxilo (pero no un grupo carboxiamido) en esta posicion puede
restituir la actividad de la TM-E377C. Asimismo, la incubacién de la TM con IAA no modi-
ficé su nivel de actividad. El agregado a la mezcla de incubacion de ADP-Glc (Figura 13 B) o
ADP (dato no mostrado) previno la restauracion de la actividad por el IAA. Por el contrario, el
agregado de glucégeno no impidid dicha restauracion de la actividad (Figura 13 B). Por ul-
timo, la incubacién con acido iodopropidnico no elevd los niveles de actividad de la
TM-E377C. Los parametros cinéticos de la enzima TM-E377C carboximetilada se encontra-
ron en el mismo rango que los de la TM (Tabla 13).

Los experimentos anteriores habian mostrado que la presencia de una carga negativa en
la posicién 377 era imprescindible para la actividad de la GS. Esto fue confirmado al restable-
cer la actividad catalitica de la mutante TM-E377C por carboximetilacién. Este experimento

de reactivacion quimica también indica que es extremadamente improbable que las mutantes
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del Glu®"" hayan perdido actividad a causa de la generacién de formas enziméticas inactivas

por problemas en el plegamiento.
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Figura 13: A) Estructura de las cadenas laterales de los aminoacidos Glu, Asp y Cys, y
la Cys modificada por IAA o IAM. B) Modificaciéon quimica de la mutante TM-E377C
con acido iodoacético (IAA). La mezcla de reaccion es la descrita en Materiales y
Métodos, conteniendo 0.1 mg de enzima en buffer a 0 °C. —o— control; —o— 1 mM io-
doacetamida; —e— 1 mM IAA; —-¥—-1 mM IAA + 2 mg/ml glucdgeno de higado de co-
nejo; —A—IAA 1 mM + ADP-Glc 10 mM, —x— 1 mM 4&cido iodopropionico.

Vonax ADP-Glc Glucogeno
Ulmg disminucién So.s s So.5 i
(veces) (M) (ng/ml)
™ 46 + 2 1 620 = 65 14 150 =20 1.1
TM-E377C 0.02 =+ 0.01 2300 213 £ 74 1.1 24 = 2 1.0
TM-E377C + IAA 50 3 2 0.92 810 + 50 09 70 £ 15 1.3

Tabla 13: Parametros cinéticos de mutantes de la GS de E. coli. La mutante TM-
E377C fue modificada por incubacion con IAA por 10 min previamente a las determi-
naciones de actividad, como se describe en la seccion Materiales y Métodos.
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Co-sedimentacion con glucégeno

Para determinar si las enzimas mutantes con actividad especifica extremadamente baja
(4 ordenes de magnitud menor que la silvestre) retenian su capacidad de unirse al sustrato glu-
cdgeno, se ultracentrifugaron las enzimas en presencia de 10 mg/ml de glucdgeno de higado de
conejo. En estas condiciones, la enzima silvestre se encuentra en forma mayoritaria en el pre-
cipitado, como se observa en la Figura 14. Sélo un 2% (aproximadamente) se encontr6 en el
sobrenadante, como se determind con ensayos de actividad enzimatica (Tabla 14). Como con-
trol, cuando se la centrifugd en ausencia de glucogeno, la enzima silvestre permanecié en su
totalidad en el sobrenadante. Las mutantes virtualmente inactivas E377A, E377Q vy
TM-E377C siguieron el mismo patréon de co-sedimentacion con glucégeno de la enzima
silvestre. Como control negativo se utilizo la ADP-Glc pirofosforilasa de E. coli, que no se
une al glucégeno y no co-sedimenta con él. Estos resultados indican que la falta de actividad

de las mutantes del residuo Glu*”” no se debe a problemas en el plegamiento tridimensional de
p pleg

la proteina.
GS ADP-Glc
GS

- glucogeno pirofosforilasa
T S P T S P T S P

66kDa —» (il i i 3 e b

50kDa —p ... - i

E377A E377Q E377C
T S P T S P T S P

66 kDa —p  bed (Y™
50kDa —p e e ) - —

Figura 14: Co-sedimentacion de las distintas variantes enzimaticas con glucdgeno. El
SDS-PAGE fue corrido como se describe en Materiales y Métodos. T, muestra total
antes de la ultracentrifugacion; S, sobrenadante; P, precipitado de la ultracentrifuga-
cion. Las mutantes y la enzima silvestre fueron incubadas con glucégeno 10 mg/ml y
luego ultracentrifugadas. Se sembr6 la GS o la enzima control (1 pg por calle). La
banda superior de 66 kDa corresponde a la BSA incluida en la mezcla de incubacion.
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Actividad (U)

Total  Sobrenadante  Precipitado
control 5.1 5.00 0.02
+ glucégeno 5.1 0.01 5.05

Tabla 14: Actividad de la GS silvestre en sobrenadante y precipitado luego de la ultra-
centrifugacién en presencia y ausencia de glucégeno. Control: 10 pg de GS silvestre, +
glucogeno: 10 pg de GS silvestre, glucogeno 10 mg/ml, ambos tubos con un volumen
final de 1 ml fueron incubados y ultracentrifugados como se describe en la seccidn
Materiales y Métodos.

Caracterizacion cinética de las mutantes S374A y Q383A

Las mutantes purificadas S374A y Q383A fueron analizadas cinéticamente, y los re-
sultados se muestran en la Tabla 15. La mutante S374A no mostré diferencias significativas
con la enzima silvestre. La actividad especifica resulté comparable, y las afinidades aparentes
por ambos sustratos se encontraron en el mismo rango que las de la enzima silvestre. La acti-
vidad especifica de la mutante Q383 A disminuy6 23 veces. La interaccion de esta mutante con
los sustratos no parece estar afectada. La afinidad aparente por la ADP-Glc permaneci6 sin
cambios, mientras que la del glucégeno resulté dos érdenes de magnitud superior.

La Ser’™ se encuentra absolutamente conservada no sélo entre las glucégeno sintetasa
bacterianas y las almiddn sintetasas, sino también entre las glucogeno sintetasas de mamiferos

3 por Ala no cambié significativamente las

y hongos. Sin embargo, el reemplazo de la Ser
propiedades cinéticas de la enzima. A pesar de su estricta conservacidn, este residuo no
desempefia un papel esencial en ¢l mecanismo de reaccidn. Por otra parte, el reemplazo de la
GIn®® gener6 una enzima que no presenté decremento en la afinidad aparente por los sustratos,
pero con una disminucién de 23 veces en la V. Esta Gln parece contribuir a la eficiencia
catalitica, pero no se puede asignarle un papel esencial. Es posible también que este residuo

sea necesario por algun motivo estructural.
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Viax ADP-Glc Glucdgeno

Ulme Disminucién* So.s | Sos ,

g (veces) (1M) § (ng/ml) "

S374A 490 <+ 10 1.1 18 + 1 1 600 + 47 i
Q383A 25 + 1 23 26 2 1 6 + 1 |

* Relativo a la enzima silvestre (Tabla 12)

Tabla 15: Parametros cinéticos de las mutantes de la glucogeno sintetasa S374A y
Q383A.

La importancia de un residuo con carga negativa para la actividad de la GS ha sido su-
gerida también en la GS humana (123). En ese estudio, los autores generaron una mutante del
Glu®'® (homélogo del Glu®*”’ de la enzima de E. coli) por Ala en una fusién recombinante de la
GS de musculo humano con la green fluorescent protein (GFP), y observaron una reduccién de
la actividad enzimatica de 97 a 12 mU/mg. En ese trabajo no fue posible determinar con
certeza la magnitud de la pérdida de eficiencia catalitica a causa de la elevada actividad endé-
gena presente en los extractos crudos de células COS-1 (12 mU/mg).

En las almidon sintetasas este loop putativo tiene residuos conservados homoélogos a la
Ser’™, GIu*”, Cys*”® y GIn®®’. En un estudio de mutagénesis de residuos acidos utilizando la

almidén sintetasa de maiz SSIIb-2 se encontré que una mutacién del Glu*"

(homdlogo del
Glu*"") a GlIn generaba pérdida de actividad enzimatica en extractos crudos. La enzima mutante
fue purificada, pero no se pudo detectar actividad ni medir afinidades por los sustratos (120).
Se purifico entonces la mutante E391D, la cual resulté activa, si bien mostrando una actividad
especifica 7 veces menor que la enzima silvestre. Esta mutante, ademas, mostré una afinidad
aparente por ADP-Glc casi 9 veces menor, y una afinidad por el glucégeno y la amilopectina
también inferior. Si bien estos resultados no fueron profundizados, y estaban enmarcados en
un estudio mas global de los residuos acidos de la almidén sintetasa, estan en completo

<k homoélogo en la GS de E. coli. También en

acuerdo con los datos obtenidos al estudiar el Glu
este caso la mutacién por Asp generd una enzima activa y con menor afinidad por la ADP-Glc

(Tabla 12).
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Para poder asignar un papel catalitico a un residuo determinado mediante mutagénesis
sitio-dirigida es necesario cumplir con ciertos requerimientos. Primeramente, se espera que la
reduccidn en actividad especifica o k., sea de varios ordencs de magnitud. Por esta razon es
necesario purificar la mutante en un sistema sin posibilidad de interferencia de la actividad en-
ddégena. En este caso, este problema sc evitd purificando la enzima recombinante con una cola
de histidinas en su extremo C-terminal mediante una columna de afinidad. En segundo lugar,
deberia existir evidencia de que la capacidad de la enzima de unir cada uno de los sustratos no
ha sido severamente alterada. En el caso de la GS, la afinidad aparente por los sustratos no se
vio disminuida, y la enzimas mutantes en la posicién 377 co-precipitan con el glucégeno si-
guicndo el mismo patrén de la enzima silvestre. Finalmente, se debe descartar la posibilidad
de que la mutante se exprese como una forma con defectos en el plegamiento, es decir que el
residuo original no posea un papel estructural en la enzima mas que un papel catalitico. A pe-

377) ha sido mostrado

sar de que un residuo negativo (muy probablemente cl homoélogo del Glu
como importante para la catalisis en distintas enzimas de la familia de las GS eucariotas (123)
y de las almiddn sintetasas (120), el presente trabajo es la primera vez que los requisitos
mencionados anteriormente son cumplidos para poder asignar un papel catalitico a un Glu en
las GT que usan nucleétidos aziicar como moléculas dadoras.

MacGregor (90) examind detalladamente las secuencias de aminoacidos de proteinas
pertenecientes a las familias GT3, 4 y S, ¢ identifico potenciales residuos participantes de los
sitios activos. Basandose en datos de prediccion de cstructura secundaria y threading, el tra-
bajo sugiere quc las tres familias compartirian el mismo tipo de estructura terciaria, que es la
correspondiente a la undecaprenildifosfo-muramoilpentapéptido B-N-acetilglucosaminiltransfe-
rasa (MurG) de E. coli, la cual presenta un fold GT-B (124, 125). En trabajos anteriores se
habia sugerido que miembros de la familia 4 podian presentar una estructura terciaria similar a
la que adopta MurG (82, 126), y también se habian notado similitudes entre las familias GT3, 4
y 5 (126-128). Por otra parte, Wrabl y Grishin habian predicho un fold de tipo GT-B para los
miembros de las familias GT3, 4 y 5 (88). En la Figura 15 se puede observar un esquema de la
sucesion de a-hélices y hojas plegadas [} tipica de las enzimas con un GT-B fold adaptado de
(90). Muchas de las enzimas poseen a-hélices u hojas plegadas B adicionales, y no todas las
enzimas cristalizadas poscen siempre una hélice después de una hoja plegada. Existen varios

aminoacidos compartidos entre cstas tres familias que MacGregor destaca. En el dominio N-
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terminal, dos Gly vecinas en el comienzo de la hélice IH1 se encuentran en todos los miembros
de las familias GT3, 4 y 5, y son las correspondientes al motivo conservado en la familia GTS5,
K'°XGGL. Después de la hoja plegada IE4 se encuentra un Asp conservado que ha sido in-
volucrado en unién de la molécula aceptora en fosforilasas (91). Un Glu en el loop que sigue a
la hoja plegada IE1, involucrado en la unién de la molécula aceptora en fosforilasas (129), se
encuentra en todos los miembros de las familias 3 y 5 pero no en las sacarosa sintetasas, donde
se encuentra reemplazado por una His. Es necesario recordar que una diferencia importante
entre las familias GT3/5 y la familia 4 es que, mientras las primeras utilizan siempre cadenas
de glucanos con enlaces a-1,4 como molécula aceptora, las sacarosa sintetasas requieren fruc-
tosa o fructosa-6-fosfato. Es por lo tanto esperable encontrar diferencias importantes en los si-
tios de unidén de las respectivas moléculas aceptoras. En el dominio C-terminal, MacGregor
identifica una Arg y Lys conservadas inmediatamente después de la hoja plegada IIE1, involu-
cradas en la unién de los fosfatos en las fosforilasas (130) y un Glu antes de la hélice 11H4, el
cual corresponde al Glu®” de la GS de E. col.

Con el objetivo de obtener una representacién tridimensional de los datos bioquimicos

obtenidos hasta el momento, se decidié construir un modelo de homologia de la GS de E. coli.

C-terminal g 3.3t
ermina Figura 15: Esquema topoldgico repre-

sentando la estructura secundaria de las
GT con un fold GT-B. La nomenclatura
de las hélices y las hojas plegadas co-
rresponde a MacGregor {MacGregor,
2002 #145}. Las a-hélices se encuen-
tran marcadas como circulos de color y
estan numeradas desde el extremo N-
terminal de cada dominio como IHI,
IH2... en el dominio N-terminal y ITH1,
IIH2... en el extremo C-terminal. Las
hojas plegadas 3 estan representadas por
triangulos de color y estan numeradas en
forma similar como IB1, IB2... y IIBI,
IIB2... en los dominios N- y C-terminal,
respectivamente. La hélice en la zona
que une ambos dominios se muestran
como H.
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Modelo de homologia de la GS de E. coli

Se realizé un modelo de homologia de la GS de E. coli basandose en las coordenadas
de las estructuras cristalinas de la maltodextrina fosforilasa de E. coli (MalP, codigo de PDB
1cd0), la trehalosa-6-fosfato sintetasa de E. coli (OtsA, cédigo de PDB 1gz5) y la undecapre-
nildifosfo-muramoilpentapéptido -N-acetilglucosaminiltransferasa de E. coli (MurG, cddigo
de PDB Inlm). Estas tres enzimas presentan un fo/d de tipo GT-B. MalP utiliza P; para liberar
una glucosa del extremo no reductor de la maltodextrina bajo la forma de Gic1P. Se trata de la
misma rcaccidn de una glucogeno fosforilasa, pero MalP es especifica para cadenas glucosidi-
cas mas cortas (5 a 20 residuos de glucosa). Es considerada una GT porque, en la reaccion in-
versa, agrega una glucosa al extremo no reductor de la maltodextrina desde la GlclP. OtsA
sintetiza cl disacarido no reductor trehalosa-6-fosfato a partir de los sustratos UDP-Glc y
GIc6P. La reaccion catalizada por MurG es la formacién de la unién glucosidica entre el
N-acetil muramoil pentapéptido y la N-acetil glucosamina en la biosintesis de la pared celular
bacteriana. MurG pertenece a la familia GT28 de GT que invierten la configuracion del sus-
trato. A pesar de esto, MurG presenta similitudes locales de secuencia con la familia GT4 de
GT que retienen la configuracion (82). Asimismo, las predicciones de estructura terciaria de
las familias GT3, GT4 y GTS utilizando los scrvidores de Internet SAM-T99, 3D-PSSM y
GenTHREADER arrojaron valores altamente significativos para MurG (82, 90, 126).

El modelo terminado se muestra en la Figura 16. Las proteinas utilizadas como molde
se seleccionaron porque, a pesar de su baja identidad con la GS de E. coli (~12%), presentaban
el mismo fold GT-B en las predicciones hechas por threading. El nivel de confianza de estas
predicciones fue muy alto: el valor E (que representa el nimero esperado de falsos resultados
por secuencia analizada) fue 4 x 107, 2 x 107, y 107 para OtsA, MurG y MalP, respectiva-
mente, usando el programa GenTHREADER (131). A causa de la baja identidad, es de extre-
mada importancia el hecho de haber empleado varios moldes en paralelo. Con este propésito,
sc aprovecharon las caracteristicas del programa Modeller 6v2 para emplear la partec mas ade-

cuada de cada proteina molde.

60



Trehalosa-6-fosfato sintetasa Maltodextrina fosforilasa Modelo de la GS de E. coli

Figura 16: Comparacién de las estructuras de OtsA, MalP y la GS de E. coli. Las re-
presentaciones de OtsA y MalP se construyeron basadas en las coordenadas disponibles
en el PDB, niimeros de acceso 1gz5 y ledo, respectivamente. La representacion de la
GS es el modelo de homologia obtenido como se describe en la secciéon Materiales y
Meétodos. En la estructura de MalP, las inserciones se encuentran en color rosado,
mostrando solamente el esqueleto carbonado.

Se compard el sitio activo de la enzima modelada con las GT que retienen la configura-
cion del sustrato y presentan un fold de tipo GT-B, y cuya estructura cristalina se encuentra
disponible. Cuando se superpuso el modelo con las estructuras cristalinas de MalP y OtsA, en-
contramos una serie de residuos conservados que comparten la misma topologia (Figura 17).
Estos residuos son Gly'®, Asp'?’, His'®", Arg’®, Lys’” y Glu*”” (la numeracién es la corres-
pondiente a la GS de E. coli), y se encuentran conservados en todos los miembros de las fami-
lias 20 (trehalosa-6-fosfato sintetasas) y 35 (glucdgeno y maltodextrina fosforilasas), y estan
involucrados en interacciones con los sustratos en las estructuras cristalinas de MalP y OtsA
(84, 92). Los residuos Glu’ y Asn**® también se encuentran conservados en la familia GT35
pero no en la GT20. Todos estos residuos estan absolutamente conservados dentro de los

miembros de la familia GT5.
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Asp'¥’ His'é!

Glv®

Glu’”

Lyss

Figura 17: Representacion del sitio activo de la GS de E. coli, superpuesta con los resi-
duos homoélogos en OtsA y MalP. También se encuentra superpuesta la molécula de
maltopentaosa unida a la MalP. La glucosa que es liberada como Glc1P luego de la
fosforilacion se encuentra pintada de color rosado. En la GS, esta glucosa corresponde-
ria a la glucosa proveniente de la ADP-Glc que ha sido aceptada por el glucdégeno. Los
dos fosfatos mostrados corresponden a los fosfatos oy 3 de la UDP-Gle que estd en
complejo con la OtsA. Las lineas verdes punteadas muestran las interacciones entre
estos fosfatos y residuos de la OtsA. La numeraciéon es la correspondiente a los
residuos de la GS de E. coli. El residuo Glu®”’ se superpone ligeramente mejor con el
Glu®® de la MalP que con el Asp’® de OtsA. Por este motivo, la Lys®™® de OtsA
(homéloga a la Lys’™) se encuentra ligeramente desviada hacia la derecha. Los
residuos Glu’ y Asn’®* se muestran superpuestos Unicamente con los residuos
homologos en MalP debido a que no se encuentran conservados en OtsA.
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Estudio de los residuos del sitio activo de la GS de E. coli

La presencia de este conjunto de residuos en la GS y su predicha similitud estructural
con aquellos presentes en el sitio activo de otras GT que retienen la configuracion del sustrato
sugiere que podrian ser importantes en catalisis. De hecho, ya hemos mostrado la importancia

377 'y su caracterizacién como residuo catalitico. Un grupo de residuos cataliti-

del residuo Glu
cos compartiendo el mismo arreglo tridimensional en comun sugeriria asimismo un mecanismo
catalitico comun. Con el objetivo de comprobar esta hipétesis, y simultaneamente confirmar el
modelo, realizamos mutagénesis sitio-dirigida de este conjunto de residuos. Generamos mu-
tantes sobre el gen glgd de E. coli subclonado en el plasmido pAY3, reemplazando por Ala
cada uno de los residuos mencionados. Dichas enzimas mutantes fueron sobreexpresadas y pu-
rificadas a homogeneidad siguiendo los protocolos descriptos en la secciéon Materiales y Méto-
dos. Una vez mas, esta estrategia no fue empleada con el residuo Gly'®, dado que no posee una
cadena lateral, y en la estructura cristalina de la OtsA se puede observar que interactua con el
fosfato B del UDP a través del esqueleto carbonado.

Los parametros cinéticos de las enzimas mutantes purificadas fueron determinados y
los resultados se resumen en la Tabla 16. Todos los residuos mutados resultaron de importan-
cia cn catalisis, dado que el reemplazo por Ala de cualquiera de ellos generd una disminucién
de varios ordenes de magnitud en la actividad especifica de la GS. Cuando se reemplazé el
Asp'Y’, la actividad disminuyé 8140 veces. El reemplazo de la Arg’® o Lys’® por Ala generd
enzimas con una actividad especifica 2590 y 1240 veces menor, respectivamente. Finalmente,
el reemplazo de la His'®' produjo un descenso en la actividad especifica de 710 veces. El resi-

7 . .
7 que cuando fue reemplazado por Ala gener6 una enzima con ac-

duo mas critico fue el Glu
tividad especifica cuatro érdenes de magnitud menor. Se descarté la posibilidad de que las
mutaciones generaran variantes con plegado incorrecto, y que esa fuera la causa de la baja ac-
tividad especifica, porque las afinidades aparentes de las enzimas por los sustratos no fueron
altcradas severamente. La afinidad aparente por la ADP-Glc permanecié en el mismo rango
que la enzima silvestre para las mutantes D137A y K305A, pero aumenté 11 y 8 veces respec-
tivamente para las mutantes H161A y R300A. La afinidad aparente por el glucogeno no se vio

disminuida por ninguna de estas mutaciones.
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Actividad especifica ADP-Glc Glucégeno

Vinax disminucion So.s So.s

(U/mg) (veces) (uM) " (ug/ml) i
GS 500 £ 65 1 18 + 3 09 770 + 180 1.0
DI137A 007 + 0.0l 8140 21 + 4 11 91 + 10 12
HI61A 08 z 0.1 710 200 +16 10 52 + 8 08
R300A 022 + 002 2590 150 +15 1.0 71 + 15 09
K305A 046 + 0.05 1240 32 0+ 5 10 39 + 8 09
E377A° 005 z 0.1 10000 70 +20 1.1 27 o+ 2 10

* extraidos de la Tabla 12

Tabla 16: Parametros cinéticos de la enzima silvestre y las mutantes. Los resultados
son el promedio de tres 0 mas experimentos independientes £ desvio estandar. GS es
la GS silvestre de E. coli.

En la Tabla 17 se detalla un alineamiento de las regiones que rodean a cada uno de es-
tos residuos para la GS de E. coli y miembros de las familias GT3, GT4, GTS, GT20 y GT35.
Dentro de cada una de las familias, el residuo sefialado se encuentra absolutamente conser-
vado. Primero se realizo un alineamiento cuidadoso de las secuencias dentro de cada familia,
descartando todas las sccuencias parciales y las enzimas putativas. A partir de ese alinea-
miento se pudo determinar cuales eran los residuos conservados dentro de cada familia. Luego
se realizo una prediccién de estructura secundaria de miembros representativos de cada fami-
lia, utilizando el servidor de Internet PSI-PRED. Finalmente se alinearon los miembros de
distintas familias, teniendo en cuenta las predicciones de estructura secundaria y, cuando esta-

ban disponibles, los datos bioquimicos acerca de residuos particulares.

64



"BUBLLNY BSE[LI0JSOJ 0UdTOoN3 ‘J0) {702 57 AP BSL[LIOJSOJ BULIIXOPOI[BW “J[BIA] 1709 "5 9P BSBIAIUIS 0)E)
-S0J-9-BSO[RYAL) “YSI() /SNSIY Puvivy] sisdopigp.ipy Op eSLIAUIS BSOIROES ‘ASNG (1702 77 9P BSEIIJSUBN[ISOUBW ‘IO ‘0019[onbsd
o[nosnui dp euRWNY SO ‘SONH ‘vuviyvy; s1sdopigp.ay Ip ofnuelS e eprun esejojuls uopiwie ‘s 1702 57 ap SO ‘SO $uaIngis sg|
UOS SBLWIZUD SB[ Op SBINBIAJIQE SB] “BUIIZUD B[ B 9JUdIPUOdSILIOD UQIOBIIWNU B[ UOD RI[IWUE] BPED OP ONUIP OPBAIISUOD ONPISL
[9 BRUANOUD 3s 0[01.10[0d U3 “J[BIA £ YSIO P OAIOR OIIS [9p SONPISaL O] & ueanbue[y anb souoidau se| op ojuarweduly /1 B[qe,

65

DIDSV,, AIOVL  TION,,MAH HI,MMA  HJAIAL, HNIAVD TSdHILANTOIVA  TIOT ,HONODTO  CELO do
DLOSYgeodMOVL  THOUypeMAHE " HTgeo¥MI  HAWTL,, HNIAVA  ILdHILy,ANTOIAH  TDTDOVODTY  CELO dIeN
ATINWD o QUTAL  HATO, 4 MSK " AT, dHA  1dAdI, o HTAAAT  dTTHAAHIMIIA  DAVT ,,09VSYY  0TLO VsI0
LTOUV,, HATYd  OSTINMAN AT, MY TNAO0, HSHTNT — NAdHA, ATITLAN  (ddd (00T IO Asng
VIDAD, 0 THYST  TATY( MHA Vol ¥49d  HAADD,, HISVIWN  Jdddd., IVHAHT  SAdT ,,09ASdd AL AR
LADMdoeHAASd  AQYD ANSAHK, MOV  OTIIV,  HLLAIL  ADVIM, AHAHVAA  ALAI ,0OMINY  €1LO  SOWH
ITODd g HANSA  IASD,MOH " HT, 0, ¥OT  OAVIN,, HIDAVA TYIHM, ,ANVIATA  AGOT 4DOINSM  SIO SS
LTODd, , HIYSd  TATOgMOS LTy dSA  OAVINo(HALIAS  TOVHM,(QHVHAAQ  AQVT ¢ ODIMNTT SLO SO

we,] eWIZUY




Estructura de la GS de E. coli y su relacion con otras GT

La caracterizacién cinética de las mutantes individuales reveld la importancia de los re-
siduos reemplazados por Ala. En todos los casos, las mutaciones disminuyeron la eficiencia
catalitica en tres 6rdenes de magnitud o mas, con un efecto mucho menor sobre las afinidades
aparentes por los sustratos. Estos resultados indican que estos residuos tienen un papel critico
en la reaccidn catalitica. Por comparacién con la estructura de MalP, era esperable que la
Argmo, Lys’® y Glu®”’ fueran importantes en catalisis mas que en unién de los sustratos. Los
resultados obtenidos luego de reemplazar Arg®® por GIn o Lys®"* por Arg en MalP fueron des-
censos drasticos en la eficiencia catalitica con cambios menores en las afinidades aparentes de
los sustratos. En esta enzima, se postulé que estos residuos homdlogos estan involucrados en
una red de cargas que mantiene una protonacién balanceada en los fosfatos y estabiliza al es-
tado de transicion.

Inversamente, por inspeccion simple del modelo de homologia de la GS de E. coli y las
estructuras de OtsA y MalP, no era evidente que el Asp'’ o la His'® participaran en la reac-
cién quimica. El modelo predice que Asp'”’ interacciona con el 02 y O3 de la glucosa del ex-
tremo no reductor del glucégeno (aceptor). También predice que His'®' forma un puente de
hidrégeno con el O6 de la glucosa en la ADP-Glc (dador). Sin embargo, el reemplazo de
His'®' por Ala causé una disminucién en la afinidad aparente por la ADP-Glc de un orden de
magnitud, mientras la Vy,c disminuyd 710 veces y la mutante D137A mostro una Vpax
disminuida en 8100 veces. Esto indica que la funcién principal del Asp'*’ y la His'®' no es
contribuir a disminuir la energia de unién de los sustratos.

Mas probablemente, el papel principal de los residuos Asp'? e His'®', mas que partici-
par en la union de los sustratos, sea colocar los sustratos en una posicion correcta para la reac-
cién y bloquearlos en esa posicidn, evitando cualquier tipo de desalineacion en el sitio activo y
movilidad en el estado estacionario. El posicionamiento correcto aceleraria por lo tanto la
transformacién quimica. Este fendmeno no es nuevo en este tipo de enzimas. De hecho, los
resultados obtenidos con la mutante D137A concuerdan con los resultados informados para la
mutacién homoéloga D308A en MalP. En ese caso, la k., disminuyo 141 y 153 veces en los
sentidos de degradacidn y sintesis, respectivamente, mientras que los Sy s para los sustratos no
se vieron modificados. En MalP se postulé que el Glu®’ (homélogo al Glu*"’ de la GS de E.

coli) posee un papel dual en el posicionamiento correcto del dador glucosidico, ademas de su
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participacién en la red de cargas. En las fosforilasas cristalizadas, este Glu interacciona con los
02 y O3 del producto Glc1P, y participa localizando el ligando glucosidico en la posicién co-

37 no se limite

rrecta para la catalisis. En la GS de E. coli, es probable que en papel del Glu
solamente a su interaccion con la Lys’®®. El efecto de la mutacién E377A sobre la catalisis es
incluso mas importante que el de la mutacién K305A, por un orden de magnitud (ver Tabla
16). La importancia del posicionamiento correcto de los sustratos para una eficiencia catalitica
optima ha sido enfatizada recientemente en una revisién (132).

Estos resultados derivados de experimentos de mutagénesis sitio-dirigida estan en con-
cordancia con la estructura de la OtsA, representante de la familia GT20. No hay datos bio-
quimicos disponibles acerca de ninguno de los residuos conservados en OtsA, pero la estruc-
tura cristalina proporciona informacién muy util. OtsA fue cristalizada en el 2002, y las simi-
litudes con las estructura de la MalP ya han sido destacadas (84). En la estructura cristalina en
complejo con UDP y Glc6P se pueden observar las interacciones de residuos particulares con

130 (homélogo al Asp'®’ de E. coli) interacciona con O2 y O3 de la GIc6P

los ligandos. El Asp
(la molécula aceptora). Los residuos Gly**, Arg’® y Lys®®’ interaccionan con el fosfato distal
del UDP, el cual estaria unido a la glucosa en el sustrato dador. His'** estaria involucrada en la
unién de la UDP-Glc a través del O6 del azicar dador. Glu®”’ es reemplazado por Asp®® en
OtsA, manteniendo la carga negativa en esa posicion, donde es necesaria para interaccionar
con el O3 del azicar dador y la Ly3267.

Los residuos Asp'’, His'', Arg’® y Lys’®, ademas del Glu®”’, son esenciales para la
actividad de la GS de E. coli, de acuerdo a los resultados presentados hasta el momento. La
importancia de este arreglo de residuos no sélo valida al modelo de homologia, sino que tam-
bién indica que la GS comparte la arquitectura de sus principales residuos involucrados en ca-
talisis con la OtsA y la MalP. Esto sugiere fuertemente que la GS no sélo tiene una estructura
tridimensional similar, sino también un mecanismo de reaccién similar al de OtsA y MalP.

Ademas de las familias GT20 (OtsA) y GT35 (MalP) es interesante comparar estos
resultados con otras familias de GT que retienen la configuracion del sustrato y que tienen pre-
dicho un fold del tipo GT-B, pero de las cuales no existe aiin una estructura cristalina resuelta.
De acuerdo con trabajos anteriores (85), estas familias serian GT3, GT4, GT5, GT44 y GT32.

La familia GT3 abarca a las GS eucariotas, que utilizan la UDP-Glc como sustrato da-
dor. Algunas regiones de las GS dependientes de UDP-Glc no son sencillas de alinear con las
GS dependientes de ADP-Glc, para poder hacer comparaciones estructurales claras. Sin em-
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bargo, es posible encontrar residuos homélogos a Gly'®, Asp'?’, His'®', Arg®®, Lys’® y Glu®”’
presentes en la familia GT3 (Tabla 16). Con este fin, es necesario asumir varias inserciones en
la estructura de la familia GT3. MacGregor (90) ya habia encontrado que ingresando la
secuencia completa de la GS humana de musculo esquelético en programas como
GenTHREADER no se obtenia similitud significativa con ninguna estructura conocida. Sin
embargo, luego de eliminar de la secuencia aproximadamente 100 residuos en la zona central
(residuos 373 a 468) y otros 100 residuos en el extremo C-terminal, se obtenian elevados ni-
veles de similitud con MurG y una epimerasa que también presenta un fold de tipo GT-B (133).
No existen trabajos que estudien estos residuos en GS eucariotas, con excepcion del ya men-
cionado Glu®'"® (homologo del Glum) en la GS humana (123).

La manosiltransferasa AceA, miembro de la familia GT4, ha sido estudiada y se ha
predicho que su estructura tridimensional adoptaria un fold GT-B (126). El reemplazo de los
residuos Lys®'' y Glu?® por Ala (equivalentes a los residuos Lys’® y Glu*"” en la GS de E.
coli, ver Tabla 17) se reflejo en una pérdida completa de actividad tanto in vivo como in vitro.
Por otra parte, la actividad de las mutantes DI09A y H127A parcialmente purificadas (homo-
logas a D137A y H161A en la GS) no pudo ser detectada in vitro, pero dieron resultados posi-
tivos en un ensayo de complementacion in vivo (126). Los residuos homédlogos a Gly® y

3% también estan presentes en la secuencia y absolutamente conservados dentro de la fami-

Arg
lia GT4. Esta similitud, junto con la comparacion de la prediccion de estructura secundaria
para AceA con las estructuras cristalinas de OtsA y MalP y el modelo de homologia de la GS,
indican que las manosiltransferasas de la familia GT4 también comparten esta misma arqui-
tectura de su sitio activo.

Otros miembros importantes de la familia GT4 son las sacarosa sintetasas, las cuales
catalizan la conversion reversible de sacarosa y UDP en UDP-Glc y fructosa. No hay disponi-
bles en la literatura estudios que involucren residuos especificos, por lo cual no es posible
hacer comparaciones con los resultados obtenidos con la GS de E. coli. Sin embargo, luego de
realizar un alineamiento multiple de todas las secuencias disponibles en las bases de datos de
sacarosa sintetasas y sacarosa fosfato sintetasas, es posible encontrar conservado este mismo
arreglo de seis residuos del sitio activo de la GS.

Las almidon sintetasas son los parientes funcionales mas cercanos de las GS bacteria-
nas y se encuentran clasificadas junto con ellas en la familia GTS. En un estudio de los resi-
duos Asp y Glu conservados en la almidén sintetasa 1Ib de maiz (120), los residuos equivalen-
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tes al Asp'’ y al Glu®*"" (Asp'” y Glu*”) fueron reemplazados por Asn/Glu y Gln/Asp, res-
pectivamente. Las mutantes D139N y E397Q no mostraron actividad detectable en extractos
crudos de células de E. coli sobreexpresando las enzimas mutantes. La mutante E391D mostré
una disminucion de la Vo al 30% de la actividad de la enzima silvestre y la afinidad aparente
por ambos sustratos resulté mas baja (120). Los resultados de este trabajo coinciden con los
expuestos en relacion al Asp'”’ y Glu*” en 1a GS de E. coli.

En un estudio previo de la clasificacién de las GT, las familias GT32 y GT44 fueron
analizadas y se predijo su estructura terciaria como GT-B (85). No obstante, no queda claro
que pertenezcan a esta categoria. Los programas GenTHREADER y Superfamily no encontra-
ron parentesco alguno con enzimas con un fold del tipo GT-B entre las enzimas pertenecientes
a las familias GT32 y GT44. No aparece ninguna estructura con un valor de E inferior a 0.17,
lo cual es un nivel de confianza extremadamente bajo, y aun estas estructuras no poseen un fold
GT-B. Ademas, las predicciones de estructura secundaria no concuerdan en la progresion de
a-hélices y hojas plegadas B que se encuentran en las enzimas con un fol/d GT-B. Por este mo-
tivo, no fue posible encontrar homologia alguna con los residuos estudiados en este trabajo.

Las GS bacterianas poseen un conjunto de residuos esenciales conservados presentes
también en las maltodextrinas y glucdgeno fosforilasas, las trehalosa-6-fosfato sintetasas, las
GS dependientes de UDP-Glc, las a-manosiltransferasas de la familia GT4 y las sacarosa sin-
tetasas. A pesar del hecho de que las glucdégeno y maltodextrina fosforilasas, y la OtsA han
sido cristalizadas (y, recientemente, una GS bacteriana (93)), la naturaleza del mecanismo de
reaccion y del estado de transicion para estas enzimas no esta esclarecido. Sin embargo, la
correlacion de residuos criticos en las mismas posiciones relativas, junto con el hecho de que la
quimica de la reaccién es comun a todas estas familias de enzimas, indican la existencia de un
mecanismo comun. Aparentemente, este tipo de arquitectura del sitio activo seria compartida
entre todas las GT con un fold GT-B que retienen la configuracion del sustrato conocidas hasta

la fecha.

Generacion de un nuevo modelo de homologia de la GS de E. coli

Recientemente ha sido resuelta la primer estructura cristalina de un miembro de la
familia GTS, la estructura de la GS de Agrobacterium tumefaciens (93). La estructura de la

proteina fue resuelta tanto sola como en presencia del producto ADP con una resolucién de 2.3

69



A. En la Figura 18 se encuentra representada la estructura de la GS de 4. tumefaciens en pre-
sencia de ADP, reproducida a partir de las coordenadas depositadas en el PDB con el codigo
Irzu. La estructura estd formada por dos dominios, cada uno de ellos con un fold de tipo
Rossmann, como predecian los programas de threading, con una profunda fisura entre ellos
que incluye al centro catalitico. El corazén del dominio N-terminal esta formado por una serie
de hojas plegadas 8 predominantemente paralelas, flanqueadas por varias a-hélices. El domi-
nio C-terminal muestra un plegamiento tridimensional muy similar, con la ultima hélice cru-

zando sobre el dominio N-terminal, una caracteristica tipica del fold GT-B (88).

Dominio Figura 18: Representacién de la
estructura cristalina de la GS de
A. tumefaciens (cédigo de PDB
Irzu (93). La doble flecha de co-
lor azul marca la hendidura entre
los dos dominios. La molécula
de ADP unida al dominio
C-terminal se muestra en color

verde.

N-terminal

Dominio

C-terminal

La hendidura amplia y profunda entre los dos dominios sugiere que la enzima fue
cristalizada en un estado “abierto”, relajado y probablemente inactivo. Los autores postulan la
posibilidad de un movimiento de cierre, apoyados por la superposicién de los dominios N- y
C-terminal de otras enzimas con un fold GT-B (93). Las comparaciones muestran que seria
necesaria una rotacioén de los dominios de 20-25° para llegar al estado “cerrado™ o activo, lo
cual hipotéticamente acercaria residuos criticos conservados para poder formar el centro activo
funcionalmente competente. Los autores modelan el estado “cerrado” de la enzima generando
una rotacion entre dominios de 24°, lo cual optimiza las superposiciones de los dominios de la
GS de A. tumefaciens con los de la MalP, y someten al modelo a una minimizacion de energia
(93).

70




Cierta flexibilidad en la bisagra entre ambos dominios ha sido vista con anterioridad en
este tipo de estructura, como es el caso de la ADN B-glucosiltransferasa del fago T4 (pertene-
ciente a la familia GT63 que invierte la configuracién estereoisomérica del sustrato), donde se
produce una transicidon a una forma cerrada luego de la unién de los sustratos (134, 135). Si
bien la GS abierta posee la capacidad de unir ADP, Buschiazzo y col. encontraron que, al su-
mergir el cristal de la GS de 4. tumefaciens en una solucién de ADP-Glc, o con ADP y malto-
dextrinas, se produce la disolucién del cristal, sugiriendo que la unién de los sustratos pro-
mueve esta transicion conformacional (93). Este mismo efecto habia sido observado en la
MalP al sumergir cristales nativos de esta enzima en una solucién de oligosacaridos (136).

La GS de A. tumefaciens presenta un 45% de identidad con la GS de E. coli, lo que la
convierte en un muy buen molde para modelar la enzima de E. coli. Sin embargo, un modelo
basado en la estructura de la GS de A4. tumefaciens también tendria la desventaja de no proveer
informacién completa sobre la enzima en su forma activa, dado que ha sido resuelta Unica-
mente sola o en presencia de ADP, mientras que el modelo de la GS basado en las estructuras
de OtsA, MalP y MurG representa la forma cerrada unida a sustratos. Como la estructura re-
suelta de la GS de A. tumefaciens se encuentra en su forma ‘abierta’ o inactiva debido a la au-
sencia de los sustratos, para modelar la GS de E. coli se utilizaron en forma simultanea las es-
tructuras de MalP (la cual se encuentra en su forma activa o ‘cerrada’ debido a la presencia de
maltopentaosa en el cristal) y los dos dominios de la GS de A. tumefaciens por separado. A
causa de la relativamente alta similitud de secuencia que hay entre ellas, es 16gico suponer que
un alineamiento cuidadoso de la GS de E. coli con la GS de A. rumefaciens sera muy preciso.
Para evitar que la estructura de la GS de 4. tumefaciens aporte al modelo la informacién sobre
las posiciones relativas entre ambos dominios (estructura “abierta”) se dividié a la secuencia de
la GS de A. tumefaciens en sus dos dominios y se consideraron como dos proteinas separadas:
desde el aminoacido 1 al 246, y del 247 al 477 (Figura 19 A). De esta manera, la estructura de
MalP aporta informacion sobre la estructura global y las posiciones de los dominios, mientras
que la estructura de la GS de A4. tumefaciens aporta informacién mas precisa sobre estructura
local en cada uno de los dominios. Primero se realizé un alineamiento entre la secuencia de
MalP y cada dominio por separado de la GS de A. tumefaciens. Este alineamiento fue ve-
rificado generando modelos de la GS de A. tumefaciens y comparandolos con las coordenadas
de la estructura cristalina resuelta. El alineamiento se refind en varios pasos sucesivos
repetidos, generando en cada uno de ellos un nuevo modelo, comparando las coordenadas de
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este modelo con las coordenadas de la estructura cristalina y realizando las modificaciones
necesarias en el alineamiento. De esta manera, al obtener el mejor modelo posible de A.
tumefaciens, se estaba obteniendo el mejor alineamiento posible de su secuencia con la
secuencia de la MalP. Cuando el modelo de la GS de A. rumefaciens basado en la estructura de
MalP arrojd resultados satisfactorios, se incorporé la secuencia general de la GS de E. coli en
el alineamiento. El alineamiento entre la GS de E. coli y la GS de A. tumefaciens se refind
manualmente, teniendo en cuenta conservacidn en la familia GTS y datos bioquimicos sobre
residuos particulares.

El modelo final se observa en la Figura 19 B, y resulté muy similar al modelo realizado
anteriormente con base en las estructuras de OtsA, MalP y MurG. El r.m.s.d. (root mean
square distance, la raiz cuadrada de la distancia promedio entre los residuos de las dos es-
tructuras al cuadrado) es una medida de similitud estructural, y el promedio entre ambos mo-
delos es de 1.51 A. La posicién de todos los residuos del sitio activo estudiados en esta tesis se
mantiene invariable en ambos modelos. Las escasas diferencias se encuentran en zonas donde
la identidad de secuencia con las proteinas moldes para el primer modelo era escasa o nula.

Con el objeto de verificar la calidad de este modelo de homologia, se enviaron las
coordenadas al servidor SAVS (http://shannon.mbi.ucla.edu/Services/SV/), que a su vez las
somete a varios programas de estimacidn de calidad de estructuras tridimensionales, entre ellos
el Verify_3D. El método utilizado por el programa Verify 3D mide la compatibilidad de un
modelo de una proteina (tanto un modelo de homologia como una estructura de rayos X o de
resonancia magnética nuclear) con su secuencia, utilizando un perfil tridimensional (3D). La
posicion de cada residuo en el modelo 3D se caracteriza por su entorno, y esta representada por
20 numeros. Estos numeros son los valores 3D-1D que arroja el programa, y representan las
preferencias estadisticas de cada uno de los 20 aminoacidos por un dado entorno. El entorno
de cada residuo esta definido por tres parametros: el area del residuo que se encuentra ente-
rrada dentro de la estructura, la fraccion de la cadena lateral que esta cubierta por atomos pola-
res (O y N) y la estructura secundaria local. La Figura 19 C muestra el modelo de la GS de E.
coli coloreado de acuerdo a estos valores 3D-1D. Los residuos coloreados en rojo son aquellos
cuya probabilidad estadistica de estar en un entorno como éste es baja para una estructura co-
rrecta (valor inferior a 0.2). Para este modelo de la GS de E. coli, los aminoacidos en esta si-
tuacion representan menos del 4% de los residuos de la proteina. Los valores 3D-1D prome-
diados que se ven graficados en la Figura 19 D representan el promedio de los valores 3D-1D
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para una ventana de 21 residuos, y los valores para los primeros y Ios tltimos nueve residuos
carecen de significado (137). Estos valores no pueden ser menores a 0.0 en una estructura co-
rrectamente plegada, y en este caso todos superan el valor de 0.08. El valor S es la suma de to-
dos los valores 3D-1D para la secuencia de aminoacidos de la proteina. Para una proteina de
477 aminoéacidos, este valor deberia caer entre 100 y 200 (137), y en este caso es de 188, lo

cual es un indicador de un modelo de buena calidad.
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Figura 19: A) Esquema del alineamiento de las secuencias de MalP y la GS de A.
tumefaciens con la secuencia de la GS de E. coli. Atu Ny Atu C son los dominios N
(aminoéacidos 1 a 246) y C (aminoacidos 247 a 477) de la GS de A. tumefaciens, res-
pectivamente. g/g4 es la secuencia de la GS de E. coli. B) Resultado de correr el mo-
delo en el programa Verify 3D. Los valores por debajo de 0.0 son inaceptables en una
estructura correctamente plegada. C) Modelo de homologia de la GS de E. coli reali-
zado en base a las estructuras resueltas de MalP y la GS de 4. tumefaciens. D) Repre-
sentacion del esqueleto carbonado del modelo de homologia de la GS de E. coli. En
diversos tonos de violeta y celeste se observan las zonas donde la estructura es mas
confiable y en rojo las menos confiables, segin el programa Verify_3D.
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En la Figura 20 se muestra la comparacidon entre las estructuras de la GS de A.
tumefaciens (abierta), un modelo de la GS de E. coli realizado unicamente en base a las coor-
denadas de la GS de A. tumefaciens (abierto) y el modelo de la GS de E. coli realizado en base
a las coordenadas de MalP y la GS de 4. tumefaciens (cerrada). La figura ilustra la gran dife-

rencia en las posiciones relativas entre los dos dominios.

Figura 20: A) Estructura de la GS de 4. tumefaciens en complejo con ADP (la molécula
de ADP ha sido omitida en la representacion). B) Modelo de homologia de la GS de E.
coli basado en las coordenadas de la GS de A. tumefaciens. C) Modelo de homologia
de la GS de E. coli basado en las coordenadas de MalP y la GS de A4. tumefaciens.

Con el objetivo de analizar la existencia de zonas poco confiables en el modelo de
homologia, se generaron doce modelos diferentes a partir del mismo alineamiento. EI pro-
grama Modeller puede obtener diversos modelos al agregar ligeras variaciones al azar en la es-
tructura de la proteina molde y minimizar la energia. Superponiendo los modelos, se pueden
identificar regiones que presentan una orientacion aleatoria y diferenciarlas de las regiones in-
variables. En la Figura 21 se muestra una representacion de doce de esos modelos super-
puestos. La mayor parte del esqueleto carbonado no sufri6 alteraciones en los distintos mode-
los. La zona de la abertura donde convergen los /loops que albergan los residuos descriptos
hasta el momento involucrados en catédlisis se mantiene invariable, y la parte central de
o-hélices y hojas plegadas 3 de ambos dominios tampoco parece alterarse de modelo a modelo.
Basicamente, se pueden observar tres zonas mas variables, que se representan en color rojo en

la Figura 21, numeradas del 1 al 3. La zona marcada como region 1 corresponde a un loop ex-

75




puesto del dominio N-terminal, y la regién variable parecen ser solamente los tres residuos el
giro mas externo del loop. La regidon 2 comprende el loop entre los residuos 258 y 266, y en
esa zona MalP posee un /oop mas corto, por lo cual el alineamiento no puede hacerse, mientras
que la GS de A. tumefaciens posee un loop mas largo, dado que la hélice IIH1 parece empezar
mas tarde en esta estructura. La ultima zona corresponde al /oop comprendido por los residuos

409 y 415, después de la hoja plegada IIB6 (Figura 15).

Figura 21: Pepresentacion de 12
modelos superpuestos de la GS
de E. coli basados en las
estructuras tridimensionales de
MalP y la GS de A4. tumefaciens
(cédigos de PDB 1rz5 y lrzu,
respectivamente). Los modelos
superpuestos estan coloreados de
acuerdo al r.m.s.d. entre ellos, el
color azul representa r.m.s.d.
cercanos a cero, mientras que en
rojo estan representadas las
zonas con un r.m.s.d. superior a

3A.

Ninguna de las zonas marcadas como altamente variables entre distintos modelos se en-
cuentra en la cercania de las regiones involucradas en unién de sustratos, sino que todas ellas

se ubican en /oops en la superficie externa de la proteina.
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Estudio del sitio de union de la ADP-Glc

En el modelo de la GS de E. coli basado en las estructuras de MalP y la GS de 4.
tumefaciens se pueden estudiar las posibles interacciones de la enzima con las moléculas de
ADP (proveniente de la estructura de la GS de A. rumefaciens) y 1a maltopentaosa (proveniente
de la estructura de la MalP). Para simplificar la nomenclatura, se utilizé la de Davies y col.,
donde los mondmeros son numerados desde el extremo no reductor hacia el extremo reductor,
y el lugar donde ocurre la reaccion es entre los sub-sitios -1 y +1 (138). El esquema de dicha

nomenclatura se muestra en la Figura 22.

H OH OH

OH 0 0o 0 o] on (0] o
; N i
Hq:oé//ﬁo HO ) O?o Hwo HO OHO HO O>OH

OH OH OH OH OH
0
HQyo OH? HO "o OHO"HO OHO " Ho OHO Ho OHOH

ADP

Figura 22: Esquema de los cinco residuos de glucosa en la maltopentaosa unida en la
estructura de MalP. La reaccién de fosfordlisis ocurre entre los sub-sitios -1 y +1. Al
modelar la maltopentaosa en la estructura de la GS, la posicion -1 corresponde a la glu-
cosa proveniente de la ADP-Glc que ha sido aceptada por la maltotetraosa.

El primer residuo de glucosa de la maltopentaosa se encuentra en la posicién -1, es de-
cir, se trata de la glucosa que ya ha sido aceptada por la maltotetraosa desde la GlclP en la re-
accién de sintesis de la MalP o bien la glucosa que va a ser fosforolizada en la reaccién in-
versa. En el modelo de la GS, esa glucosa equivale a la glucosa aceptada por la maltotetraosa
desde la ADP-Glc. En la Figura 23 se observa el ADP proveniente de la estructura de la GS de
A. tumefaciens, la glucosa en posicién -1 de la maltopentaosa en el modelo de homologia de la
GS de E. coli, y los residuos de la GS de E. coli estudiados en relacidn al sitio de unién de la
ADP-Glc. La Lys'’ ya fue estudiada con anterioridad e involucrada en la unién de este sustrato

(116, 117).
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Figura 23: Representaciéon de aminoacidos en el sitio de union de la ADP-Glc en el
modelo de la GS de E. coli. En color azul esta representada la molécula de ADP unida
a la estructura de la GS de 4. tumefaciens. En color rojo esta representada la primera
molécula de glucosa de la maltopentaosa unida a la estructura de MalP (posicién -1).
Para simplificar la figura, se han omitido los residuos Gly'®, His'®, Arg®®, Lys’” y
Glu*”’, que también interaccionarian con la ADP-Gle. La representacion de la interac-
cién de estos residuos con el sustrato se muestra en la Figura 17.

Los residuos representados en la Figura 23 estan conservados dentro de la familia GTS,
con excepcion de la Tyr3 > que puede ser Tyr o Phe, y en parte de las almidén sintetasas esta
reemplazada por otros aminoacidos. En la Tabla 18 se muestra un alineamiento multiple en la
region que rodea a cada uno de los aminoacidos entre diversas fuentes representativas de la
familia GT5. El Asp®' se encuentra reemplazado por un Glu en ciertos miembros de las arque-
bacterias, pero en toda la familia GT5 se mantiene un residuo acido en esa posiciéon. Algunos
de estos residuos también se encuentran conservados en otras familias de GT, como la Asn**°
en la familia GT35. Sin embargo, como los miembros de la familia GTS son las unicas GT que
utilizan ADP-Glc como dador glucosidico, las posibles comparaciones en el sitio de union del
sustrato entre miembros de distintas familias se encuentran limitadas.

La Cys®"® varia levemente su posicién entre los diversos modelos de homologia de la
GS de E. coli generados, posiblemente debido a que no existe un residuo homodlogo en las
proteinas molde. Dependiendo del modelo, aparece formando puentes de hidrégeno con el O4
o el 06 de la glucosa que proviene de la molécula dadora, y con la Asn**, la cual a su vez
también formaria un puente de hidrégeno con el O6 de la glucosa en la ADP-Glc. Esto es con-
sistente con los datos cinéticos que muestran un aumento en el Sy s para la ADP-Glc cuando

este residuo es reemplazado por Ser o Ala, y con el hecho de que la ADP-Glc protege a este re-
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siduo de la modificaciéon quimica con DTNB o IAA (Tabla 5, Figura 6 y Figura 7). También
esta de acuerdo con los datos de inhibicion competitiva con AMP y Glc1P en la enzima silves-

tre y la mutante C379A, que mostraron que la Cys’” interacciona con la ADP-Glc a través de

la porcion fosfoglucosa de la misma (Figura 11, Figura 12 y Tabla 9).

GS K% TGGLAD?*® VIGAL GVLN?*GVDEK VQIGY’**HEAF
Atu K% TGGLAD?® VVGAL GIVN?*GIDAD VAIGY’**NEPL
Bsu K% SGGLAD?! VAGAL GILN**’GIDDT AYIGF**'DEPL
AraSsI K’? TGGLGD®*® VCGSL GITN**°GINVD GWVGF*“NVPI
OrysSsiI K***1GGLGD***VAGAL GIVN*’GIDYR GWVGF®®’SVRM
GBSSI K*! TGGLGD®’ VLGGL GIVN*Y’GMDVS AVVRF*°*NAPL

Tabla 18: Comparacién de secuencias de aminoacidos en las regiones que flanquean a
los residuos posiblemente involucrados en interacciones con la ADP-Glc de 1a GS de E.
coli y otros miembros de la familia GTS. Un alineamiento para la regién que incluye a
la Cys®” se encuentra en la Tabla 10. Las abreviaturas corresponden a las siguientes
fuentes: GS, GS de E. coli; Atu, GS de A. tumefaciens; Bsu, GS de Bacillus subtilis;
AraSS], almidon sintetasa soluble SSI de A. thaliana; OrySSII, almidon sintetasa solu-
ble SSII de Oryza sativa; GBSSI, almidon sintetasa unida a granulo GBSSI de Triticum
aestivum.

Para comenzar a estudiar la posibilidad de que los otros residuos mostrados en la Fi-
gura 23 interaccionen con el sustrato ADP-Glc, se reemplaz6 cada uno de ellos en forma sepa-
rada por Ala en la construccion pAY3, y las correspondientes enzimas mutantes fueron purifi-
cadas a homogeneidad para estudiar sus propiedades cinéticas. Los resultados de esta muta-

génesis sitio-dirigida se resumen en la Tabla 19.

Actividad especifica ADP-Gle Glucégeno
Vaax disminucion Sos aumento Sos

(U/mg) (veces) (pM) (veces) (pug/ml)
GS 500 + 65 1 11 + 3 1 770  + 180
D21A 40 + 1 12 200 + 25 18 243 + 25
N246A 240 + 20 2.1 500 + 90 45 376 + 33
Y355A 206 + 17 24 342 + 40 31 567 + 42
C379A" 130 =+ 9 3.8 850 + 32 77 220 + 30

* Datos extraidos de Tabla 5

Tabla 19: Propiedades cinéticas de mutantes de la GS de E. coli.
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Los residuos analizados por mutagénesis sitio-dirigida en esta seccion de la tesis estan
probablemente involucrados en la unién de la ADP-Glc, dado que el reemplazo de cualquiera
de ellos por Ala provocd una disminucion en la afinidad aparente de la enzima por la ADP-Glc
(Tabla 19). Las mutaciones generaron aumentos en los Sy 5 para ADP-Glc que van de las 18 a
las 77 veces, sin disminuir la afinidad por el glucdgeno. La actividad especifica de las enzimas
mutantes no sufri6 cambios importantes, con excepcion de D21A, la cual exhibié una Vpy
12 veces menor que la de la enzima silvestre. Todos estos residuos aparecieron interaccio-
nando con este sustrato en los dos modelos de homologia de la GS de E. coli, y los equivalen-
tes a la Asn** y a la Tyr’> estan involucrados en esta interaccion en la estructura cristalina de
la GS de 4. tumefaciens en complejo con ADP (93).

En la Figura 24 se representan las variaciones del parametro k.,/Sy s en las distintas mu-
tantes para cada uno de los sustratos, comparadas con la enzima silvestre. Se observa que,
mientras este parametro se mantiene con variaciones menores entre la enzima silvestre y las
mutantes para el glucdgeno, para la ADP-Glc las disminuciones se encuentran entre 1.5 y 2 or-
denes de magnitud, indicando que el efecto principal de estas mutaciones es sobre la afinidad

por este ultimo sustrato.

Figura 24: Representacion
de los valores de k. /Sys
de las distintas mutantes
para la ADP-Glc y el
glucdgeno.
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Existen muy pocos datos bioquimicos disponibles acerca del sitio de unién del nucled-
tido aztcar en GT con un fold GT-B. El tinico residuo descripto hasta el momento como parti-
cipante del sitio de unién de la ADP-Glc en GS bacterianas es la Lys'”, la cual forma parte del
motivo conservado K'>XGGL, y ha sido estudiada por Furukawa y col. en la GS de E. coli
(116, 117). El reemplazo de Lys15 por Gln o Glu gener6 aumentos en el Sy s para ADP-Glc de
32 y 46 veces, respectivamente (117).
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Por otra parte, si bien existen datos estructurales disponibles, éstos no son completa-
mente esclarecedores. En la estructura cristalina de la GS de A. rumefaciens se pueden ver las
interacciones del ADP sélo con residuos pertenecientes al dominio C-terminal. Las interaccio-
nes del dominio N-terminal con el sustrato, y las de la proteina en general con la porcion glu-
cosidica de la ADP-Glc, son sugeridas en base al modelo de la enzima cerrada generado en
base a la estructura de MalP (93).

Resulta interesante buscar los residuos analogos a los estudiados en la estructura de la
OtsA, la unica de las GT que retienen la configuracién del sustrato con fold GT-B que ha sido
cristalizada en presencia de un nucleétido azicar. La estructura fue resueltla recientemente en
complejo con UDP-Glc y 1-deoxi-Glc6P (139) micntras que anteriormente habia sido resuelta
en presencia de UDP y Glc6P (84). Lamentablemente, esta nueva estructura no reveld la densi-
dad electrénica para la GIc6P en cl sitio del aceptor, pero si ofrece una muy buena resolucion
(2 A) para cl sitio de unién de la molécula dadora. La cadena lateral de la His"** forma un
puente de hidrégeno con el hidroxilo O6 de la glucosa, en una interaccion idéntica a la obser-
vada en las glucogeno y maltodextrina fosforilasas entre el residuo de His equivalente y el O6
de la molécula de Glc1P (91, 92). Esta interaccion involucra a la His'®' en el modelo de la GS
de E. coli, y las consecuencias de realizar mutagénesis sitio-dirigida en esta posicién han sido
discutidas anteriormente. Sin embargo, como fue discutido con anterioridad, si bien la muta-
cion H161A generd un aumento de aproximadamente 11 veces en el Sp5 de la ADP-Glc, el
principal efecto de esta mutacion fue la disminucion de la ¥y, en 710 veces (Tabla 16).

El O6 también interacciona con la cadena lateral de la GIn'®

lle

en OtsA. El equivalente
estructural de esta Gln en el modelo de la GS de E. coli es la Val®'', un residuo absolutamente
conservado en la familia GTS (Figura 25). Sin embargo, ¢l reemplazo de este residuo por Ala
no modifico la actividad especifica ni la afinidad por los sustratos (datos no mostrados). En las

'35 sino con una

fosforilasas, esta interaccidon no ocurre con el equivalente estructural de la Gin
Asn que proviene de una parte diferente de la molécula, localizada en el largo /oop que conecta
ambos dominios (posterior a IB7 en la Figura 15). Esto es lo mismo que ocurre en ¢l modelo
de la GS de E. coli, donde esa interaccion con el O6 de la parte glucosidica de la ADP-Glc se

246 (Figura 25). La mutacién N246A generd una disminucion de

da aparentemente con la Asn
45 veces en la afinidad aparente por la ADP-Glc, y una V¢ 2 veces menor que la de la enzima

silvestre (Tabla 19).
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En la estructura de la OtsA, el O3 esta involucrado en una interaccién con el Asp™®,
localizado en el loop entre 11B4 y 1IH4 (Figura 15), y estructural y quimicamente equivalente a
la interaccién de este O3 con un Glu en las fosforilasas, y con el Glu’" en la GS de E. coli, to-
dos ellos situados en un /oop equivalente entre las estructuras o modelo respectivos. La es-
tructura cristalina de la OtsA también muestra una serie de interacciones del O3 y O4 con va-
rios grupos amido que forman parte del esqueleto carbonado (139). Las consecuencias de

377

reemplazar al Glu™'" por Ala en la GS de E. coli también han sido discutidas con anterioridad y

se observan principalmente en catalisis (Tabla 15).

Figura 25: Representaciéon de

\ Asn** las interacciones con la glu-
-__(GS) cosa del nucledtido azicar en
'/é B la estructura de OtsA y el mo-
delo de homologia de la GS de
: vap! E. coli. La molécula de
UDP-Gle \ .'~.. | (GS) UDP-Glc proviene de la es-
(OBA) 3 / ' x_ = 1 tructura de OtsA en complejo
N S A\ con UDP-Glc y 1-deoxi-Glc6P
"‘\ \‘( \st (cédigo de PDB luqu)
Cysm (OtsA)
(GS)

Las interacciones principales con los fosfatos en la estructura de OtsA se dan a través
de los residuos Gly?, Arg’” y la Lys*”’, los equivalentes estructurales de la Gly'", Arg® y
Lys’” en la GS de E. coli, los cuales ya han sido discutidos en la presente tesis. Este conjunto
de residuos parece repetirse de forma invariante en la interaccion de la enzima con los fosfatos
en las glucosiltransferasas con fold GT-B que retienen la configuracion de sustratos.

Dos residuos aparecen interaccionando con la ribosa en la estructura de OtsA: la Gly*',
equivalente a la Gly'” y también altamente conservada (las dos Gly del motivo KXGGL), y el
GIu*®. El Glu*® forma parte de un motivo al que se hace referencia en la literatura como
GPGTF (por glycogen phosphorylase/glycosyl transferase) (88). Este motivo, también refe-
rido en muchos trabajos como el motivo E-X5-E (82), consiste en un residuo conservado D/E/K
localizado en el medio de la hélice ITH4 (posicion 1) y un D/E conservado en el loop entre la
hoja plegada 1IB4 y la hélice ITH4 (posicién 2) (Figura 15). La posicién 2 corresponde al
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Glu*"" en la GS de E. coli, su conservacion ha sido destacada y su importancia en catalisis ha
sido sugerida o demostrada en distintas familias de GT con un fold GT-B, como la GT3 (123),
GT4 (126), GT3S (140) y GTS (esta tesis y (120)). Muchas GT con un fold GT-B,
independientemente de si su mecanismo opera con retencion o inversidn de la configuracién,
posecen un residuo acido en la posicion I. Ejemplos de esto son MurG (125), la
B-glucosiltransferasa del fago T4 (141), y OtsA (84). En estas estructuras, el residuo acido de
la posicién 1 ha sido implicado en interacciones con cl anillo de ribosa en una molécula de
UDP-Glc. En la OtsA, la posicién 1 del motivo GPGTF corresponde al Glu®®, el cual forma
dos puentes de hidrégeno con los O2 y O3 de la ribosa. Las glucégeno y maltodextrina fosfo-
rilasas presentan un residuo conservado de Lys en esta posicidn, a la que se encuentra unido
covalentemente el cofactor piridoxal fosfato, el cual esta involucrado en catalisis. En la familia
GTS no se encuentra un residuo acido en esta posicion, sino una Tyr. Esta Tyr (posicién 385
en la GS de E. coli) se encuentra cercana al O2 y el O3 de la ribosa. Sin embargo, no se obser-
van interacciones entre este residuo y el ADP en la estructura cristalina de la GS de 4.
tumefaciens (93). Por otra parte, este residuo no se encuentra conservado dentro de la familia
GTS, y puede ser reemplazado por una gran variedad de cadenas laterales. El reemplazo de la
Tyr’® por Ala en la GS de E. coli no generd cambios significativos en los parametros cinéticos
comparados con los de la enzima silvestre (datos no mostrados). Resulta interesante ver que,
en el modelo de la GS de E. coli, otro aminoacido que proviene del dominio N-terminal parece
estar también involucrado en la interaccion con la ribosa (Figura 26). Este residuo es el Asp®',
el cual se encuentra situado en el comienzo de la hélice IH1 (nomenclatura de la Figura 15).
Esta hélice se acerca al dominio C-terminal en forma simultanea con el acercamiento de la
Gly'® para interaccionar con el fosfato distal. Las familias GT3 y GT4 no poseen un residuo

conservado en la posicién del Asp?', pero en ambas esta presente el motivo E-X;-E.
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Figura 26: Representacion
de las interacciones con la
ribosa en la estructura de
OtsA y el modelo de
homologia de la GS de E.
coli. La molécula de UDP
proviene de la estructura
de OtsA, cddigo de PDB
1gz5.

(;ly18 . /\
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Los resultados de reemplazar el residuo Asp’' en la GS de E. coli por Ala son
consistentes con este modelo. La enzima mutante D21 A presenta una disminucién en la afini-
dad por la ADP-Glc de 18 veces, junto con una disminucion en la actividad especifica de 20
veces (Tabla 19). Ademas, este residuo se encuentra conservado en la familia GT5 (Tabla 18).
En un estudio de modificaciéon quimica de la almidén sintetasa de maiz IIb-2 con EDAC (que
modifica residuos acidicos) se observd que este reactivo inactivé a la enzima en forma depen-
diente de la concentracion y tiempo de incubacién. La ADP-Glc protegié completamente a la
almidon sintetasa de dicha inactivacidn, sugiriendo que al menos un Asp o un Glu participa en
la unién de dicho sustrato. En los subsiguientes estudios de mutagénesis de residuos acidos
conservados, los autores identificaron tres residuos conservados importantes para la actividad
enzimatica: Asp’', Asp'”’ y Glu™' (equivalentes a Asp*', Asp’ y Glu*"’ en la GS de E. coli).
La mutante D21N mostré un descenso de 27 veces en la V¢ y un aumento de 10 veces en el
Sp.s de la ADP-Glc, mientras que la mutante D21E present6 una V.« 8 veces menor sin mayo-
res cambios en la afinidad por la ADP-Glc (120). Los autores sugieren en base a estos datos, y
por la cercania de este residuo con la Lys'", que el Asp®' podria estar interaccionando con el
anillo de adenina. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos con la GS de E. coli, si
bien en este caso no se estudid el reemplazo del Asp21 por otros residuos mas alla de Ala, y los
datos de modelado sugieren que este residuo podria interaccionar con el O2 u O3 de la ribosa,
0 ambos.

Las interacciones de la GS de A4. tumefaciens con la ribosa del ADP que se pueden infe-
rir de la estructura cristalina y del modelo de la estructura cerrada son entre el O2 y esqueleto
carbonado, y entre la Lys'5 y el oxigeno endociclico. En la estructura de la OtsA, la GIyZI,
equivalente a la Gly'’ en la GS de E. coli, que también esta conservada en las familias de GT
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como parte del motivo KXGGL, es la que aparece interaccionando con el O del ciclo de la ri-
bosa (142).

Las interacciones con la base nitrogenada no parecen ser muy especificas en las GT
cristalizadas. En el caso de OtsA, donde la base nitrogenada es el uracilo, la especificidad esta
dada por interacciones del O4 y el N3 con el amido y el carbonilo de la cadena principal de un
residuo de Phe. No parece haber ninguna interaccién de la enzima con el O2, con lo cual los
autores sugieren que se podria modelar el GDP en lugar de UDP con el N1 y el O6 de la gua-
nina tomando el lugar del N3 y O4 del uracilo (84). En la estructura de la GS de A. tumefaciens
el heterociclo de la adenina es estabilizado por una interaccion hidrofébica con una Tyr para-

335 en la GS de E. coli), e interacciones adicionales de

lela al anillo (correspondiente a la Tyr
van der Waals con dos Ser no conservadas. El resto de las interacciones son débiles puentes de
hidrogeno entre los atomos N1 y N6 del heterociclo de la adenina y los grupos carbontilo y
amido en el esqueleto carbonado de los residuos adyacentes a la Tyr (93). El efecto de
reemplazar la Tyr’> por Ala es un aumento de 31 veces en el Sy 5 para la ADP-Glc, y una dis-
minucidén de 2.4 veces en la V,, comparado con la enzima silvestre, lo cual sugicre que parti-
cipa en la unién del sustrato. Si la Tyr’*® se encuentra estabilizando al anillo de adenina me-
diante una interaccion hidrofobica, es posible que el reemplazo por otras cadenas laterales au-
mente ain mas este efecto.

Un analisis de los complejos cristalizados proteina-ligando en enzimas que unen ade-
nina, bajo la forma de ATP, CoA, NAD, NADP o FAD, reveld una geometria comun para la
unién de esta base nitrogenada (143). Las caracteristicas principales del motivo son que tnica-
mente utiliza (a) interacciones polares con el esqueleto carbonado, las cuales no dependen de la
secuencia proteica o de las propiedades particulares de las cadenas laterales de los aminoacidos
involucrados, y (b) interacciones hidrofébicas no especificas. Probablemente por estas razones
este motivo es utilizado por diferentes proteinas con funciones muy diversas para unir ligandos
conteniendo un grupo adenilato. Una de las caracteristicas de la region de reconocimiento de
adenina identificada por los autores en trabajos anteriores (144), es la existencia de tres resi-
duos de un loop (el “loop de union a adenina”). Este loop forma dos puentes de hidrégeno
clave con el nitrogeno N1 y el grupo NH; del anillo de la adenina a través del esqueleto carbo-
nado. Existen dos configuraciones posibles para cste loop. La “directa” involucra al grupo
carbonilo del primer residuo y al grupo amido NH del tercer residuo del /oop. El segundo resi-
duo es casi siempre un anillo aromatico, que se coloca en forma paralela al anillo de la adenina.
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La configuracién “inversa” involucra solamente a este residuo aromatico que, ademas de las
interacciones hidrofdbicas, interacciona por puentes de hidrégeno a través de sus propios gru-
pos amido y carbonilo. En la estructura de la GS de A. tumefaciens se repite este motivo, con
los residuos 353, 354 y 355 en las posiciones 1, 2 y 3 del “loop de unidn a adenina” en su con-
figuracion “directa”, respectivamente (ver ref. 93). También en el modelo de la GS de E. coli
parece repetirse el mismo motivo, involucrando en este caso a los residuos Gly*™*, Tyr’*® y
Asn**. Es muy dificil de probar, utilizando técnicas de mutagénesis sitio-dirigida, la existen-
cia de una interaccion entre el esqueleto carbonado y el anillo de adenina y, en caso de existir,

333 o si la pro-

si la interaccidn ocurre a través de los grupos carbonilo y amido de la propia Tyr
veen los residuos contiguos.

En la Figura 27 se puede ver un esquema mostrando todas las posibles interacciones
discutidas hasta el momento entre la GS de E. coli y la molécula de ADP-Glc en el modelo.
Los residuos representados en color rojo estan involucrados en una interaccion similar en la
estructura cristalina de la GS de A. tumefaciens, mientras que las interacciones de los residuos
representados en color azul aparecen en el modelo de homologia de la GS de E. coli y no son
visibles en la estructura de la GS de A. rumefaciens, si bien algunas de ellas pueden deducirse
del modelado de la estructura cerrada. Las interacciones del Asp®' y la Cys®’”® no se muestran
debido a que existe cierta variacion entre los distintos modelos generados con respecto a la
porcion de la molécula involucrada. En el caso del Asp®' no esta definido si la interaccion es
con el O2 de la ribosa, el O3, o ambos, mientras que la Cys3 7 podria interaccionar con el O4 o
el O6 de la glucosa. Los datos experimentales presentados en esta tesis aportan validez a este
modelo del sitio de uniéon de la ADP-Glc. Con excepcién de los aminoacidos que interaccio-
nan con el sustrato a través del esqueleto carbonado, los residuos esquematizados en la Figura
27 han sido estudiados por mutagénesis sitio-dirigida, y la posibilidad de su participacién ya
sea en catalisis o en union de la ADP-Glc se encuentra reforzada por los datos bioquimicos

obtenidos.
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Figura 27: Representacion esquematica del posible sitio de unién de la ADP-Gle en el
modelo de la GS de E. coli. En color rojo se encuentran aquellos residuos cuya
interaccion con la ADP-Glc se puede observar en la estructura de la GS de A.
tumefaciens. En color azul estan representados los residuos cuyas interacciones con el
sustrato se deducen del modelo de homologia, y que se encuentran apoyadas por los
datos bioquimicos presentados en esta tesis.

Se ha informado que ciertas GS pertenecientes a arquebacterias son mas promiscuas
con respecto al nucledtido azucar, pudiendo sintetizar glucdgeno tanto a partir de ADP-Glc
como de UDP-Glc (46). También ha sido observada sintesis de glucdgeno a partir de
UDP-Gle, y no a partir de ADP-Glc, en la bacteria ruminal P. bryantii (43). Mediante estudios
utilizando Glc1P marcada radiactivamente los autores muestran que la Glc1P es convertida en
UDP-Glc y éste sirve como precursor inmediato para la sintesis de glucégeno. Por otra parte,
los autores no detectan actividad de ADP-Glc pirofosforilasa en los cultivos de P. bryantii
(43). Estas GS bacterianas que poseen hipotéticamente la capacidad de utilizar ambos
nucledtidos azucar, o una que utilice exclusivamente UDP-Glc serian de especial interés para
el estudio de los residuos que determinan especificidad de sustrato. En particular, si los resul-

tados en el organismo P. bryantii se confirman, el camino metabdlico de sintesis de glucégeno
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en su totalidad seria de gran interés, dado que parece ser diferente al de las bacterias descriptas

hasta el momento.

Estudio del sitio de union del aceptor en la GS de E. coli

Con el objeto de intentar identificar areas de la proteina involucradas en unién a sustra-
tos, se realizo una protedlisis parcial de la GS de E. coli en ausencia y presencia de los mismos.
La GS de E. coli pura fue incubada con proteinasa K (PK), tripsina, quimotripsina, subtilisina y
clastasa en ausencia y presencia de sustratos. En la Figura 28 se observan los resultados de la
digestion con proteasas. El patron de corte de la tripsina, quimotripsina, subtilisina y elastasa
no se vieron modificados por la presencia de los sustratos. Sin embargo, la digestion de la GS
de E. coli con proteinasa K generd una en tres fragmentos. No se observaron modificaciones
cuando la digestion se realizé en presencia de ADP-Glc hasta una concentraciéon de 50 mM.
Sin embargo, cuando se incubd con proteinasa K en presencia de 5 mg/ml de glucdgeno, se ob-
servo proteccion en uno de los cortes y uno de los fragmentos no fue generado. Este fragmento
fue electrotransferido a una membrana de PVDF y enviado a secuenciacion a partir de su ex-
tremo N-terminal. El resultado fue la determinacion de la secuencia AYTDN que sitta al corte

con proteinasa K entre Phe'”' y Ala'"%.

% B - + + PK
¢ T Q S E P - - - Glucogeno
= + + Maltoheptaosa
Sustratos -+ - 4+ - 4+ - + - + > -+ ADP-Glc
1 2 3 5 6 7 45

Figura 28: SDS-PAGE. A) 5 ng de la GS de E. coli fueron incubados con distintas
proteasas en las condiciones indicadas en Materiales y Métodos, en presencia o ausen-
cia de sustratos, y los fragmentos separados por electroforesis en gel de poliacrilamida.
Las muestras 3, 5, 7, 9 y 11 fueron incubadas con las proteasas en presencia de
ADP-Glc 10 mM y glucogeno de higado de conejo 10 mg/ml. 1, control; 2 y 3, trip-
sina; 4 y 5, quimotripsina; 6 y 7, subtilisina; 8 y 9, elastasa; 10 y 11, papaina; 12, mar-
cador de pesos moleculares. B) 5 pg de la GS de E. coli fueron incubados con PK. 1,
control; 2, PK; 3, PK + glucogeno de higado de conejo 10 mg/ml; 4, PK + maltohep-
taosa 10 mM; 5, PK + maltoheptaosa 10 mM + ADP-Glc 10 mM; 6, marcador de pesos
moleculares.
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Los resultados de esta digestion sugirieron que Ala ™ se encuentra en una zona cercana

al sitio de unién de la molécula de glucdgeno, y que el polimero impide el ataque de la

proteinasa K sobre la GS al cubrir el sitio de corte. Una vez construido el modelo de

homologia de la GS de E. coli se pudo localizar la posicién tridimensional del residuo Ala'®

(Figura 29). La digestién por proteinasa K se produce en un loop expuesto al solvente en el
dominio N-terminal que estd situado sobre la hendidura que separa ambos dominios. En la
Figura 29 se puede observar en color negro a la molécula de maltopentaosa modelada a partir

de la maltopentaosa unida a MalP. La molécula aceptora se une principalmente al dominio

102

N-terminal, y es explicable que la maltoheptaosa proteja al loop que incluye a la Ala "~ sélo

parcialmente, mientras que el glucgeno protege totalmente.

Figura 29: Modelo de homologia de la
GS de E. coli basado en las estructuras de
MalP y la GS de 4. tumefaciens. La fi-
gura incluye la maltopentaosa unida en la
estructura cristalina de MalP en color ne-
gro. Se observa marcado el sitio de corte
de la proteinasa K que es protegido por la
presencia de glucoégeno. La ubicacion de
la Cys’, que es protegida por el glucé-
geno de la reaccion con IAA, esta repre-
sentada en verde.

En la Figura 29 también se puede observar, representada por una esfera de color verde,
la posicién que ocupa en la estructura tridimensional el residuo Cys’. Este residuo fue prote-
gido de la modificacién con IAA por la presencia de glucégeno (Figura 9 y Tabla 8). La Cys’
se encuentra en incluida en el interior del dominio N-terminal, lo cual explica que no sea acce-
sible a la modificacion por DTNB, incluso en ausencia de sustratos (Figura 7 y Figura 8).

En el modelo de la GS de E. coli se pueden analizar los residuos que posiblemente
interaccionan con cada una de las moléculas de maltopentaosa. Estos residuos definen un tunel
de entrada para el oligosacarido en la GS, la que probablemente se una también a la rama ex-
terna del glucégeno en la misma forma. En la Figura 30 se muestra una representacion de la
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superficie molecular del modelo de homologia de la GS de E. coli, donde es posible ver el ti-
nel de entrada del oligosacarido, determinado por la hendidura entre dominios. Es interesante
notar que, independientemente de la longitud del polisacarido, los aminoacidos que conforman
este tinel interaccionan solamente con los primeros cuatro residuos de glucosa, por lo cual la
preferencia de la GS por el glucdgeno sobre las maltodextrinas tiene que estar definida por

otros residuos, posiblemente en la superficie externa de la molécula.

Figura 30: Representacion de la su-
perficie molecular en el modelo de
homologia de la GS de E. coli mos-
trando el tinel de entrada del oligo-
sacarido aceptor. El dominio N-ter-
minal esta representado en color vio-
leta y el dominio C-terminal en color
amarillo.

Superponiendo el modelo con la estructura de MalP, se pueden identificar aquellos resi-
duos que conforman el sitio de unién del polisacarido. En el sitio +1 (primer residuo de glu-
cosa del aceptor) se puede superponer también la estructura de OtsA en complejo con UDP y
Glc6P. La GIc6P se superpone casi exactamente con el sitio +1 de la maltopentaosa unida a la
estructura de MalP, y si bien las moléculas aceptoras son de naturaleza muy diferente, es posi-
ble encontrar varias semejanzas entre las tres estructuras.

Dada la gran similitud destacada hasta ahora entre ambas estructuras, es de esperar que
las GS y las fosforilasas compartan también caracteristicas en el sitio de unién de la molécula
aceptora, ya que en ambos casos se trata de un polisacarido de glucosas. En la Figura 31 se
pueden observar una superposicion de las estructuras de MalP y OtsA con el modelo de
homologia de la GS de E. coli, mostrando exclusivamente aquellos residuos que en las estruc-

turas aparecen interaccionando con la glucosa en posicion +1 de la molécula aceptora.
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s Figura 31: Representacion de los
ﬂ \ residuos que aparecen interac-
PN \/‘ Asp"’ cionando con la glucosa +1 de la

& Q molécula aceptora en el modelo
de la GS de E. coli y las estructu-

« L
N K-{-] ras de OtsA y MalP. Las molé-
A

culas de glucosa marcadas como

: {‘; 1B +1 y +2 son el primer y segundo

:%‘ Léa™ mondémero de la molécula acep-
S 1 tora en MalP y la GS.

Estas interacciones son muy similares, en particular entre el modelo y la estructura de
MalP. En primer lugar, se observa la interaccién del Asp13 7 con el O3, que esta presente no

s6lo en MalP (Asp3 9%) sino también en OtsA (Asp"?

), en esta tltima con el O3 de la molécula
de Glc6P. Este residuo forma parte del sitio activo en las tres enzimas, y cuando fue reempla-
zado por Ala en la GS de E. coli, la enzima mutante mostré una V. casi cuatro érdenes de
magnitud menor (Tabla 16). Ademas, este residuo acido se encuentra conservado en las fami-
lias GT4, GTS, GT20, GT35 y GT3, en esta ultima reemplazado por Glu.

En segundo lugar aparece el residuo Glu’, superpuesto en la figura con el Glu® de
MalP. En la estructura de la fosforilasa este aminoacido forma un puente de hidrégeno con el
O6 en la posicién +1 de la molécula aceptora, y se trata de un residuo absolutamente conser-
vado en las familias GTS, GT35 y GT3. En el modelo de la GS, el residuo equivalente Glu’ se
coloca en la misma posicidn, y podria cumplir la misma funcién (Figura 31). No se encuentra
presente un homoélogo de este residuo en la estructura de OtsA, donde en la posicién equiva-
lente se encuentra la Arg’ (conservada en la familia GT20). Sin embargo, es posible encontrar
una funcién comutn a ambos residuos. Uno de los cambios mas significativos que sufre la es-
tructura de OtsA después de la unién de los sustratos es que este evento acerca los dos domi-
nios, a través de la interaccién de la Gly** en el dominio N-terminal con el fosfato distal de la
UDP-Glc unida al dominio C-terminal (dominio de unién de la molécula dadora) (84). El loop
que contiene a la Gly** (el loop entre IB1 y IHI1 en la Figura 15) se encuentra situado en posi-
ciones muy diferentes en las estructuras en presencia o ausencia de la molécula aceptora. En
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ausencia del aceptor GlcGP este loop se encuentra retraido, estabilizado en esa posicion por in-
teracciones mediadas por el esqueleto carbonado con otras porciones de la proteina, mientras
que en presencia de la molécula aceptora, se acerca y permite la interaccién de la Arg’ con el
fosfato de la Glc6P. Para que este cambio conformacional tenga lugar, son necesarios movi-
mientos en el esqueleto carbonado de mas de 10 A para algunos residuos (84). Algo similar
ocurriria en la estructura de la GS de E. coli, cuando el loop equivalente se acerca al dominio
C-terminal, la Gly'® interacciona con el fosfato distal de la ADP-Glc y el Glu® con el O6 de la
primer glucosa de la molécula aceptora. La Arg’ se encuentra espacialmente en el mismo lugar
que ¢l Glu’ en el modelo de la GS de E. coli, y ambos residuos interaccionan con la molécula
aceptora correspondiente en posiciones analogas (fosfato en la Glc6P y O6 en la glucosa
aceptora, respectivamente). Este residuo representaria entonces un papel importante en la es-
pecificidad por la molécula aceptora en estas glicosiltransferasas.

Otro residuo aparentemente importante en la unién de la glucosa en posicion +1 en el
modelo de la estructura de la GS es la Leu perteneciente al motivo conservado en la familia
GT5 K”XGGL, la cual se encuentra en posicion paralela al anillo glucosidico, supuestamente
estabilizandolo mediante interacciones hidrofébicas. En la estructura de MalP, la Leu corres-
pondiente (Leu'"”) se encuentra situada en forma muy similar, y ademas interacciona con la
glucosa a través de un puente de hidrégeno entre el O6 y el grupo amido de su esqueleto car-
bonado. Una Leu analoga se encuentra tomando parte en la misma interaccion en el modelo de
la estructura cerrada de la GS de A. tumefaciens (93), y en OtsA la Leu® se ubica paralela al
anillo de la GIc6P en una posicién similar (Figura 31). En todas estas estructuras, este residuo
corresponde a la Leu en el motivo GGL, el cual se encuentra conservado en las familias GTS,
20y 35, mientras que es reemplazado por GGI en GT3 (Tabla 17).

Finalmente, el O2 de la molécula de glucosa +1 parece interaccionar en el modelo con
un residuo de Asn. Este residuo (Asn'®?) se encuentra conservado en la familia GT5 y es ve-

11 del sitio activo de la GS. La Asn'®® no posee una contraparte en la OtsA, y se

cino de la His
encuentra reemplazada por una Thr en MalP.

El Glu® y la Asn'®® fueron reemplazados por Ala y las enzimas mutantes purificadas a
homogeneidad con el objeto de estudiar sus propiedades cinéticas. Cuando se midieron los Sy s
para el glucogeno de las mutantes, no se obscrvaron aumentos importantes. El cambio mas
notorio en las propiedades cinéticas de la mutante E9A resulté una disminucion de 135 veces
en la actividad especifica (Tabla 20). Este resultado parece sugerir una vez mas la importancia
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de un correcto posicionamiento de las moléculas aceptora y dadora en la catalisis de la GS,
dado que no era esperable un cambio tan importante en la ¥V, simplemente a partir de las ob-
servaciones estructurales. Por otra parte, es posible que al ser el glucégeno una molécula vo-
luminosa, se una a la enzima a través de multiples sitios e interacciones inespecificas y que una
mutacién puntual no genere un efecto de aumento en el Sp5. La mutante N162A, por el contra-
rio, no mostré cambios en la actividad especifica, y exhibié una afinidad levemente menor por
el glucogeno (Tabla 20). Por este motivo es importante medir los parametros cinéticos sobre
aceptores de bajo peso molecular.

El desafio que se presentd entonces fue el diseiio de un método para la determinacién
de constantes de afinidad de la GS para maltooligosacaridos. El método finalmente elegido
consiste en una cromatografia descendiente en papel DEAE, utilizando agua como solvente.
Una vez detenida la reaccion por incubacidon 1 min a 100 °C, la mezcla fue sembrada en el pa-
pel DEAE vy se llevé a cabo la cromatografia. La ADP-['*C]Glc permanece en el punto de
siembra debido a sus cargas negativas, mientras que los oligosacaridos, que son neutros, mi-
gran con el frente de corrida (el protocolo completo se encuentra detallado en la secciéon Mate-
riales y Métodos). El método no permite diferenciar entre los distintos productos que podrian
generarse. Por este motivo, las reacciones fueron también sembradas en papel Whatman y so-
metidas a cromatografia descendente utilizando butanol:piridina:agua 9:6:1 como solvente, y
se observd que, en todos los casos, el producto mayoritario formado (>95%) fue el maltooligo-
sacarido inmediatamente superior. Es decir, cuando se utilizé maltosa como sustrato, el 96%
del producto fue maltotriosa y un 4% maltotetraosa (datos no mostrados).

Utilizando este método, se midieron los Sp 5 de la GS silvestre y las mutantes para mal-
losa y maltotriosa. La enzima silvestre mostré una afinidad por la maltosa de 10 mM, mientras
que la afinidad aparente por la maltotriosa fue de 11 mM. La mutacion E9A generé aumentos
en las afinidades aparentes por estos sustratos, pero solamente de 1.5 veces para la maltosa y
6.5 veces para la maltotriosa Tabla 20. Por otro lado una mutacién analoga, E67A, en la en-
zima MalP gener6 aumentos del Sy 5 para los sustratos de 95 y mas de 30 veces en las direccio-
nes de fosforolisis y sintesis, respectivamente (129). Asimismo, en dicha enzima la mutacioén
generd una disminucién en la Vi« de solamente [2 veces, mientras que en la GS de E. coli, re-
emplazar al Glu® por Ala motivé un descenso de 135 veces en la actividad especifica utilizando

glucégeno como sustrato (Tabla 20).
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No existen disponibles en la literatura datos numéricos de afinidad de la GS de E. coli
por maltooligosacaridos con los que puedan compararse los resultados obtenidos en esta tesis.
Mediante un ensayo en el cual la mezcla de reaccidn se filtra a través de resina Dowex para ad-
sorber la ADP-["*C]Glc que no reacciond, no fue posible alcanzar la saturacién de la GS de
E. coli B con maltosa o con maltotriosa hasta 50 mM (96). En un trabajo posterior, utilizando
el mismo ensayo, se observé en la GS de E. coli B que es posible alcanzar niveles de actividad
similares a los que se obtienen utilizando glucégeno con maltotetraosa o maltoheptaosa 25
mM, sin embargo la actividad con maltosa o maltotriosa se mantuvo en niveles inferiores in-
cluso hasta concentraciones de 25 mM (97).

La afinidad aparente de la mutante N162A por la maltosa no pudo ser calculada porque
la actividad se incrementé con el aumento de sustrato en forma lineal hasta las concentraciones
de maltosa utilizadas (100 mM). El Sps para la maltotriosa tampoco pudo ser calculado con
precision debido a que no se alcanzo saturacidn, pero estaria en el rango cercano a 50 mM. Por
otra parte, la Vx alcanzada por esta mutante se encuentra en ¢l mismo nivel que la enzima sil-
vestre, tanto con glucdgeno como maltosa y maltotriosa como sustratos (Tabla 20), si bien con

estos dos ultimos sustratos sélo es posible realizar una estimacion.
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De los residuos que aparecen interaccionando con el sub-sitio +2 en la estructura
de MalP, el tinico que se mantiene presente en la GS es la His"*’ (numeracién de la GS de
E. coli), si bien en varios miembros de la familia GTS es reemplazada por una GIn. Esta
His interacciona con el O3 de la glucosa +2, tanto en la estructura de MalP como en el
modelo de la GS de E. coli (Figura 32). En la MalP hay un residuo conservado de Asn
(posicidén 112) interaccionando con el O6 de la glucosa +2. En la GS de E. coli esta Asn
se encuentra reemplazada por una Thr también con alto grado de conservacién, la Thr'
perteneciente al motivo K'*TGGL (Figura 32). Se reemplazé a la His"’ por Ala, y la
mutante obtenida fue purificada y su actividad analizada en presencia de distintos sustra-
tos. La mutacién H139A no generd cambios importantes en los Sy 5 para los dos sustratos
fisiologicos de la enzima, la ADP-Glc y el glucdgeno. La afinidad por este ultimo resultd
1.5 veces menor que la de la enzima silvestre. Sin embargo, cuando se ensayd la activi-
dad utilizando maltosa como sustrato, la mutante H139A no alcanzé la saturacion hasta
concentraciones 100 mM. Con el sustrato maltotriosa, el Sy 5 pudo ser estimado en alre-
dedor de 26 mM. En un estudio sobre el sitio de unién del oligosacarido en la enzima
MalP, el residuo correspondiente a la His'*’ fue reemplazado por Ala, y se observaron
aumentos en el Sy 5 para el maltooligosacarido de 13.6 veces y 1.6 veces en las direccio-

nes de fosfordlisis y sintesis, respectivamente.
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Estos resultados sugieren que la naturaleza del sitio de unién de la molécula acep-
tora en la GS de E. coli es similar a la de la MalP, pero asimismo muestran ciertas dife-
rencias clave. Los resultados obtenidos con la mutante E9A muestran que, asumiendo
que este Glu se encuentre involucrado en el mismo tipo de interaccién que el Glu® en la
MalP, la respectiva importancia en catalisis es muy diferente. El reemplazo del Glu® por
Ala tiene como principal efecto la disminucién de la Vi, lo cual, junto con los resulta-
dos obtenidos al mutar la His'®' y el Asp'’” nuevamente resalta la importancia de un posi-
cionamiento correcto de los sustratos para la catalisis en la GS de E. coli. Por otra parte,
las mutaciones de la Asn'®? y la His'® por Ala tienen como principal efecto el aumento
en el Sps5 de la molécula aceptora, si bien esto sélo fue evidente cuando se utilizaron

maltooligosacéridos como sustratos.



Conclusiones

En esta tesis se llevd a cabo una caracterizacion de relaciones entre estructura y
funcién en la GS de E. coli. El punto de partida fue la identificacidn de los residuos in-
volucrados en la inactivacién de la enzima por agentes que reaccionan con Cys. En tra-
bajos anteriores se habia reportado que la GS de E. coli se inactiva en presencia de
DTNB o IAA (106), pero sin demostrar cudles residuos de Cys estaban involucrados.
Mediante mutagénesis sitio-dirigida, se reemplazaron las Cys por Ser en todas las combi-
naciones posibles, y se realizaron estudios de modificacién quimica. Los resultados de la
modificacion con DTNB mostraron que este compuesto reacciona con un solo residuo de
Cys (Figura 8), y que éste es la Cys®”? (Figura 7). Se probd entonces que la inactivacion
de la GS por DTNB ocurria a través de la reaccion de éste con la Cys*” y que tanto la
modificacién como la consecuente inactivacidn de la enzima podian ser protegidas por la
presencia del sustrato ADP-Glc (Figura 6). Los estudios con dobles mutantes de Cys a
Ser mostraron que también la inactivacion por IAA es debida a la reaccién con la Cys®”
(Figura 6 y Figura 7). El estudio de los parametros cinéticos de las mutantes C379S y
C379A sugiri6 que este residuo podia estar involucrado en la unién correcta del sustrato
ADP-Glc a la enzima, dado que ambas mutaciones aumentaron el Sy s de este sustrato en
38 y 77 veces, respectivamente (Tabla 5). La Vi, de estas mutantes fue aproximada-
mente 5 veces menor que la de la enzima silvestre, respectivamente, lo cual no es signifi-
cativo como para asignarle a este residuo un papel en la catalisis enzimatica. Cuando se
reemplazé la Cys®"” por otros grupos mas voluminosos como Thr o Asp la actividad es-
pecifica de las mutantes resulté severamente afectada (Tabla 5), y la mutante C379L fue
proteolizada en la célula, generando un polipéptido de 41 kDa sin actividad de sintesis de
glucdgeno (Figura 5). Los ensayos de inhibicién competitiva con AMP y GIcIP utili-
zando a la mutante C379A y comparando los resultados con la enzima silvestre, mostra-
ron que la interaccion de la Cys®” es muy probablemente con la porcion fosfoglucosa del
sustrato, dado que la K, para el AMP no vario significativamente entre ambas enzimas,
pero la K, para la Glc1P aumenté6 para la mutante C379A en el mismo rango en el que
aumento su Sy s para ADP-Glc (Figura 11, Figura 12 y Tabla 9). Estos resultados permi-

tieron concluir que la Cys®” es el residuo responsable por la inactivacién de la enzima
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por DTNB o IAA y que se encuentra formando parte del sitio de unién de la ADP-Glc,
posiblemente involucrada en una interaccion con la porcion fosfoglucosa de la misma.

El alineamiento multiple de secuencias correspondientes a la familia GTS5 de
glicosiltransferasas, que agrupa a las GS bacterianas y almiddén sintetasas, permitié ob-
servar que la Cys’” es un residuo absolutamente conservado en esta familia, y que se en-
cuentra en una zona conservada en general que es consistentemente predicha como /oop
por los programas de prediccion de estructura secundaria (Tabla 10). Este loop esta muy
conservado, no solo entre la familia GTS, sino también entre las GS eucariotas, que se
encuentran clasificadas en una familia diferente, GT3. Al realizar estudios de mutagéne-
sis dirigida en otros residuos de este loop, se encontré que el reemplazo del Glu®”’ por
Ala generd una especie enzimatica con una actividad especifica extremadamente baja
(10* veces inferior a la de la enzima silvestre), sin disminucién significativa en las afini-
dades aparentes por ambos sustratos (Tabla 12 y Figura 14). La mutacién E377Q au-
mentd aun mas este efecto, mientras que el reemplazo mas conservador por Asp generd
una enzima con actividad especifica sélo 57 veces menor que la silvestre, si bien con una
menor afinidad por la ADP-Glc. La importancia de una carga negativa en esta posicion
se confirm6 claramente al restituir la actividad enzimatica de la mutante inactiva E377C
mediante carboximetilacion (Figura 13 y Tabla 13).

Otros residuos pertenecientes a este loop, absolutamente conservados en la fami-

374

(que

también se encuentra conservada en la familia GT3) por Ala no modificé ninguno de los

lia GTS, fueron estudiados por mutagénesis sitio-dirigida. El reemplazo de la Ser

parametros cinéticos de la enzima. La mutacién Q383A generd una variante enzimatica
con una Vm,x 23 veces menor que la de la enzima silvestre, pero sin disminuciones en la
afinidad aparente por ambos sustratos (Tabla 15).

El Glu’"" es el primer residuo catalitico descripto en una GS bacteriana. A pesar
de la extremadamente baja similitud de secuencia, mediante alineamiento de predicciones
de estructura secundaria fue posible identificar un residuo homoélogo conservado en otras
familias de glicosiltransferasas que retienen la configuracidn del sustrato (90). Ciertos
estudios en enzimas de otras familias proveyeron evidencia de la importancia de una
carga negativa en esta misma region. En la almidén sintetasa SSIIb-2 de maiz, agrupada

en la misma familia GT5 que las GS bacterianas, el reemplazo del Glu en el loop corres-

99



pondiente por Gln generé una enzima sin actividad detectable (120). En las almidén
sintetasas este Joop contiene también residuos conservados homoélogos a la Ser’™, Glu'”,

31% por Ala en una fu-

Cys’” y GIn®®. También en la familia GT3 el reemplazo del Glu
sion recombinante de la GS de musculo esquelético humano con la GFP, gener¢ actividad
indistinguible del control en extractos crudos de células COS-1 expresando transitoria-
mente la proteina (123). En la familia GT4 se llevo a cabo un estudio de los residuos
conservados en la manosiltransferasa AceA. La mutante E287A, en una fusion parcial-
mente purificada con un S-fag, perdid la capacidad de transferir manosas desde la
GDP-manosa al aceptor GlcB(1-4)Glca-P-P-poliprenol (126). En ninguno de estos casos
la magnitud de la reduccidn en la actividad especifica pudo ser cuantificada.

377 estan de acuerdo con los

Finalmente, los resultados con las mutantes del Glu
estudios de mutagénesis en la MalP (familia GT35). A pesar de que esta familia no uti-
liza nucledtidos azucar como sustrato, la reaccidn reversa de sintesis es quimicamente
equivalente a la reaccidn directa de las GS. En ambas se produce la formacién de un en-
lace glucosidico al,4 a partir de la ruptura de un enlace fosfoéster en el OHI de una
a-glucosa. En la estructura cristalina de la glucégeno fosforilasa b de musculo de conejo,
el Glu®”? interacciona con los O2 y O3 de la glucosa en el extremo no reductor. Basan-

672 estaba involucrado en la unién del sus-

dose en esta estructura, se postulé que el Glu
trato (91). Sin embargo, las evidencias bioquimicas indican que la principal contribucion
es catalitica. Este residuo conservado fue mutado en la MalP de E. coli (Glu®*") por Asp
y Gln, y se observaron reducciones de 600 y 900 veces en la k,, respectivamente (140).
El mecanismo catalitico de la transferencia de grupos glucosidicos reteniendo la
configuracién anomérica del sustrato es un problema sin resolver que presenta muchos
desafios dentro del campo de la enzimologia. Los candidatos mecanisticos mas fuertes
involucran un estado de transicién del tipo idn oxonio. En la MalP, cuya estructura cris-
talizada muestra un fold de tipo GT-B (92), dos residuos cargados positivamente (Arg™*
y Lys™’) representan papeles importantes en el mecanismo catalitico. El primero estabi-
liza al fosfato del sustrato Glc1P mientras que el segundo posiciona al sustrato del co-
factor piridoxal 5’-fosfato (130, 145). De acuerdo a los datos cristalogréficos, el Glu®’
neutraliza parcialmente la carga de la Lys** para mantener una protonacién balanceada

637

de los fosfatos. Se ha postulado que el Glu™" podria participar en catalisis ¢jerciendo un
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rol dual. Primero, fijaria al sustrato en una posicion mas favorable en el estado de transi-
cién a través de una interaccion con el O3 de la glucopiranosa. En segundo lugar, estaria
involucrado en una red de cargas con la Lys>’. Existe una gran similitud con la estruc-
tura de la OtsA, que presenta el mismo fold GT-B que MalP. En este caso también estan
presentes dos residuos cargados positivamente, Arg’® y Lys*®®, los cuales interaccionan
con los fosfatos a y B de la UDP-Glc. El centro catalitico completo es practicamente
idéntico al de la MalP y estas interacciones se encuentran en una disposicion similar. La
tnica diferencia es que el residuo negativo es el Asp’®* en lugar de un Glu. Como las
predicciones de estructura terciaria indicaban que la GS adoptaria el mismo fold que estas
dos glicosiltransferasas, se construyé un modelo de homologia de la GS de E. coli, utili-
zando como moldes las estructuras de MalP y OtsA (Figura 106).

Los resultados del modelo de homologia mostraron un arreglo conservado de resi-
duos en el centro catalitico de las tres enzimas. Estos residuos estan conservados dentro
de cada una de las respectivas familias (Figura 17). Los resultados de realizar mutagéne-
sis sitio-dirigida en estos residuos confirmaron su importancia dentro del sitio activo de la
GS de E. coli y validaron el modelo de homologia. El reemplazo de cualquiera de los re-
siduos Aspm, His"", Argm, Lys305 o GIu*”’ por Ala generd disminuciones en la Vy,, de
la respectiva enzima mutante de 3 a 4 6rdenes de magnitud (Tabla 16) sin alterar en
forma severa las afinidades por los sustratos. Este grupo de residuos conservados que
conforman el sitio activo de las familias GT20 y GT35 también esta presente en las fami-
lias GTS, GT3 y GT4, todas ellas familias de GT que retienen la configuracién anomérica
del sustrato y cuya estructura terciaria esta predicha como GT-B (Tabla 17).

Los resultados presentados en esta tesis indican que las familias de GT que operan
con retencidn de la configuraciéon anomérica del sustrato y que poseen un fold GT-B
comparten la arquitectura del sitio activo, y sugieren por lo tanto la existencia de un me-
canismo de reaccidén comun, pese a las diferencias en los sustratos utilizados.

Los posible sitios de unidn de los sustratos también fueron analizados a partir del
modelo de homologia de la GS de E. coli. Se identificaron residuos conservados dentro
de la familia GTS y que estarian involucrados en la unién de la enzima con la ADP-Glc
(Figura 23 y Tabla 18). Estos aminoacidos fueron reemplazados por Ala en la GS de E.

coli y las propiedades cinéticas de las mutantes purificadas fueron analizadas. Todas es-
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tas variantes enzimaticas mostraron disminuciones en su afinidad aparente por la
ADP-Glc (Tabla 19), lo cual contribuye a confirmar la interaccién con el sustrato suge-
rida por el modelo de homologia. Con excepcion de la Lys'* en la GS de E. coli (116,
117), no hay evidencias bioquimicas que identifiquen residuos involucrados en la unién
de ADP-Glc en la familia GTS, ni en general en el sitio de unién del nucleétido azicar en
otras GT que retienen la configuracion del sustrato. Los resultados presentados en esta
tesis sugieren que el grupo de residuos estudiado participa en la unién de la ADP-Glc en
la GS de E. coli (Figura 27). Esto se encuentra reforzado por la comparacion con las es-
tructuras cristalizadas de OtsA y MalP, y con la reciente estructura cristalina de la GS de
A. tumefaciens (93).

Por ultimo, en esta tesis doctoral se identifican ciertos residuos que podrian estar
involucrados en el reconocimiento de la molécula aceptora en la GS de E. coli. Por com-
paracion del modelo de homologia de la GS con la estructura cristalina de la MalP en
presencia de maltopentaosa, junto con ciertos datos aportados por las estructuras cristali-
nas de OtsA y la GS de 4. rtumefaciens, es posible sugerir la participacion de un grupo de
aminoacidos en la unién de los dos primeros residuos de glucosa de la molécula aceptora
(Figura 31 y Figura 32). El reemplazo de estos residuos por Ala no generé aumentos sig-
nificativos en la afinidad por el glucdgeno, pero si afectd severamente la capacidad de la
GS de unir maltosa y maltotriosa para utilizarlos como sustratos (Tabla 20).

En resumen, esta tesis representa el primer andlisis detallado de residuos cataliti-
cos y de uniodn a sustratos llevado a cabo en una GS bacteriana, y en general, en una GT

que utilice nucledtidos aziicar como sustratos.
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Materiales y métodos



Reactivos

La ['*C]GIc1P se adquirié6 de ICN Pharmaceuticals. La ADP['*C]Glc fue sinteti-
zada como se describié previamente (146). Los oligonucledtidos fueron sintetizados y
purificados por la Macromolecular Facility en la Michigan State University. La ADN
polimerasa Pfu fue comprada a Stratagene. El glucégeno de higado de conejo, el DTNB,
el IAA y los oligosacaridos fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO). El anticuerpo
anti IgG de conejo unido a fosfatasa alcalina y el reactivo precipitante BM purple (sus-
trato de la fosfatasa alcalina) fueron obtenidos de Roche (Indianopolis, IN). La resina de
niquel-acido nitriloacético (Ni-NTA) fue obtenida de Novagen. Las proteasas fueron
obtenidas de Boerhinger Mannheim. Todos los otros reactivos se compraron de la mayor

calidad disponible en el mercado.

Cepas bacterianas y medios de cultivo

Para la expresion de las distintas GS se utilizaron células de la cepa E. coli BL21
lisogenizadas (BL21(DE3)), las cuales se crecieron el medio de Luria-Bertani (LB) con el
agregado del antibidtico correspondiente. Para el subclonado y la amplificacion de

plasmidos, se utilizo la cepa de E. coli XL-1.

Cuantificacion de proteinas
La cantidad de proteina total se determino por el método del acido bicincénico

(147) utilizando BSA como proteina testigo.

SDS-PAGE, Western blot y secuenciacion

Los SDS-PAGE fueron llevados a cabo de acuerdo a la metodologia de Laemmli,
(148) utilizando geles preformados en gradiente de 4-15% Tris-HCI, comprados a
Bio-Rad. Después de la electroforesis, las proteinas fueron observadas tifiendo con
Coomasie Brilliant Blue R-250 o bien fueron electrotransferidas a una membrana de ni-
trocelulosa Protran™ (Schleicher & Schuell) de acuerdo a protocolos establecidos pre-
viamente (149), o a una membrana de polivinildefluoruro (PVDF) (Bio-Rad) (150). La
membrana de nitrocelulosa fue tratada con IgG de conejo dirigida contra la GS de E. coli.

El complejo antigeno-anticuerpo fue visualizado a través de un tratamiento con IgG anti-
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conejo modificada covalentemente por unién con una fosfatasa alcalina, y subsiguiente
teilido con el sustrato precipitante BM purple. La membrana de PVDF fue teilida con
Coomasie Brilliant Blue R-250, y la banda deseada fue recortada de la membrana. Luego
se envio para su secuenciacion automatizada a la Macromolecular Facility de la Michigan

State University.

Construccion de los plasmidos

El plasmido pAY1 fue generado subclonando el gen gligd de E. coli en los sitios
Ndel-Sacl del vector pET-24a (Novagen). Para este fin, se generd un producto de PCR
utilizando  como  primers  5’-GGAGCGCATATGCAGGTTTTACATG-3> vy
5’-GTCAGTTATTGCTCAGCGG-3, introduciendo un sitio Ndel en el N-terminal. El
inserto fue secuenciado, y el resultado fue coincidente con la secuencia nucleotidica de la
GS presente en las bases de datos del proyecto genoma de E. coli. El plasmido pAY3 fue
generado subclonando el gen glgA en los sitios Ndel-Xhol del pET-24a. Se generd un
producto de PCR a partir del pAYl utilizando los oligonucledtidos
5’-TAATACGACTCACTATAGGG -3’ y 5’-GTCAGTTATTGCTCAGCGG -3’. Esta
construccién incorporé una cola de histidinas (His Tag®, Novagen) (LEHHHHHH) en el

extremo C-terminal de la GS de E. coli.

Mutagénesis sitio-dirigida

Para mutar la regién codificante de la GS de E. coli, se utilizaron dos reacciones
de PCR secuenciales. Los primers externos utilizados se aparean en el vector con el
promotor T7 y el terminador T7, respectivamente, y las secuencias nucleotidicas son
5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ y 5’-GTCAGTTATTGCTCAGCGG-3’. Como
ADN molde se utilizaron los plasmidos pAY1 o pAY3, segun se indica para cada expe-
rimento. Los oligonucleétidos que introdujeron las mutaciones se detallan en la Tabla

21.
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Mutacién Secuencia del oligonucledtido

C7S 5’-CGGGAACATCTCTGAAGATACATGTAAAACC-3’
C379S 5’-CGTTTTGAACCGTCCGGCTTAACGCAAC-3’
C408S 5’-CGGTTTCTGACTCTTCTCTTGAGAACC-3’
C379A 5’-CGTTTTGAACCGGCCGGCTTAACGCAAC-3’
C379T 5'-CGTTTTGAACCGACCGGCTTAACGCAAC-3’
C379D 5’-CGTTTTGAACCGGATGGCTTAACGCAAC-3’
E377A 5’-GCCCAGCCGTTTTGCACCGTGCGGC-3’

E377Q 5’-GCCGTTTTCAACCGTGCGGC-3’

E377D 5’-GCCCAGCCGTTTTGACCCGTGCGGC-3’
E377C-C379S 5'-GCCGTTTTIGCCCGTCCGGC-3’

Q383A 5’-TGCGGCTTAACGGCACTTTATGGATTG-3’
S374A S’-CATTCTGGTGCCCGCCCGTTTTGAACCG-3’
DI37A 5’-GCCTGCATGCCACGCGTGCGCATGCAC-¥’
HI61A 5'-GATAGGCCAGGTTCGCCACAGTAAACACCG-3’
R300A 5’-GCAGTGGTGAGCGCTCTGACCAGCC-3’

K305A 5’-CCAGCCAGGCAGGTCTCGAC-3’

N246A 5'-CCGGCGTACTGGCCGGCGTGGACG-3’

Y355A 5’-CAGATTGGCGCTCACGAAGC-3’

D21A 5’-GCCCCAATAACAGCCAGACCG-3’

E9A 5’-CGGGAACATCGCTGAACATAC-3’

N162A 5’-GCCTTGATAGGCCAGCGCGTCACAGTAAACACCG-3’
HI39A 5’-GCCTGCAGCCCAGTCGTG-3’

Tabla 21: Listado de los primers utilizados para mutagénesis sitio-dirigida

La primera reaccion de PCR fue llevada a cabo utilizando el oligonucleétido in-
troduciendo la mutacidn y el primer externo mas cercano en nimero de pares de bases.
El fragmento obtenido fue sometido a electroforesis en gel de agarosa, y luego purificado
utilizando el kit de purificacion de gel de Qiagen. Se llevo a cabo una segunda reaccion
de PCR utilizando este fragmento purificado como primer, junto con el segundo primer
externo. En aquellos casos en que fue requerido, se amplificé nuevamente el producto
utilizando los oligonucleétidos externos. Posteriormente, se digirié el fragmento con
Ndel y Sacl o con Ndel y Xhol, segtn lo indicado, y fue ligado en el vector de expresion
pET-24a previamente digerido con las mismas enzimas utilizando el kit de ligacion

Quick ligase de New Englands Biolabs. Se transformaron por electroporacion celulas de
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E. coli XL-1 Blue electrocompetentes, y las células transformadas se seleccionaron por su
capacidad de crecimiento en LB-agar-kanamicina. La regién codificante de todos los
plasmidos mutados fue secuenciada para confirmar el cambio correcto de residuo ami-

noacidico y cerciorarse de que no habian sido introducidas mutaciones indeseadas.

Ensayo de actividad de la glucogeno sintetasa

Glucogeno como aceptor: El ensayo fue llevado a cabo como ya ha sido des-
cripto, en presencia de ADP["*C]glucosa | mM (~500 dpm/nmol), acetato de magnesio
0.01 M, 2.5 mg/ml de glucdgeno de higado de conejo, bicina-NaOH 50 mM pH 8.0 y al-
bimina sérica bovina 0.5 mg/ml, en un volumen total de 200 ul (31). Luego de incubar
15 min a 37 °C, la reaccion fue detenida hirviendo los tubos por 1 min, y el glucégeno
formado fue precipitado agregando 2 ml de una solucién 75% metanol, 1% KCl. El pre-
cipitado fue lavado dos veces resuspendiéndolo en 200 pul de agua y reprecipitando con la
solucion de metanol/KCI antes de ser finalmente disuelto en 1 ml de agua. La radiacti-
vidad presente en el glucdgeno fue medida en un contador de centelleo liquido. Una uni-
dad de la enzima se define como 1 pmol de unidades glucosidicas transferidas por minuto
a37°C.

Oligosacaridos como aceptores: En aquellos casos en que se utilizaron
oligosacaridos (maltosa, maltotriosa, maltotetraosa, maltopentaosa, maltohexaosa o mal-
toheptaosa) como aceptores, se utilizo un método basado en el principio descrito por
Shen y Preiss (151). Este método se basa en la capacidad del papel DEAE-celulosa
(Whatman DE-81) de adsorber la ADP-Glc. La reaccion se llevé a cabo en condiciones
similares al ensayo con glucégeno, durante 15 min a 37 °C, en un volumen total de
100 pl. Una alicuota de la mezcla de reaccion (40 pl) fue sometida a una cromatografia
en papel Whatman DE-81 utilizando agua MiliQ como solvente. En este sistema, la
ADP-Glc que no participé de la reaccion permanece adsorbida en el punto de siembra,
mientras que los oligosacaridos avanzan junto con el frente de corrida. Las tiras de papel
fueron secadas con aire caliente, y la radiactividad presente en las distintas secciones fue
luego medida con un contador de centelleo. Como liquido de centelleo se utilizé una so-

lucidn de 2,5-bis-(5’-terbutilbenzoxazolil-[2’])-tiofeno (BBTO) en tolueno.
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Expresion y purificacién de las enzimas

Se transformaron células de E. coli BL21(DE3) con el plasmido pAY1 contenien-
do el gen silvestre o las diferentes mutantes. Las células se crecieron con agitacidn
(200 rpm) a 37 °C hasta una densidad optica DOgoo ~ 0.6. En ese punto, se agregd iso-
propiltiogalactésido (IPTG) hasta una concentraciéon de 1 mM, y se llevé a cabo la in-
duccién a temperatura ambiente (23-25 °C) por un periodo de 16 hs. A partir de este
momento, todos los pasos subsiguientes se realizaron a 4 °C. Las células fueron cosecha-
das por centrifugacion y resuspendidas en buffer fosfato de potasio 50 mM (pH 6.8), di-
tiotreitol (DTT) S mM y NaCl 0.IM. La resuspensidn de células fue sonicada, centrifu-
gada a 10000 x g por 15 min, y el sobrenadante (extracto crudo) fue sometido a un paso
de fraccionamiento con 25% de saturacion sulfato de amonio. El precipitado fue resus-
pendido en trietilamina-HCI (TEA-HCIl) 20 mM (pH 7.5) y desalado utilizando las co-
lumnas Econo-Pac® Bio-Rad 10 DG previamente equilibradas con el mismo buffer. El
DTT se excluy6 de este buffer en aquellas enzimas utilizadas para experimentos de modi-
ficacion con DTNB, con el fin de evitar posibles interferencias. La muestra de proteina
fue cargada en una columna MonoQ HRS/5 (FPLC, Fast Protein Liquid
Chromatography, Pharmacia) y eluida con un gradiente lineal de KCl (20 volimenes de
columna, 0-0,6 M). Las fracciones activas de la Mono-Q fueron monitoreadas por SDS-
PAGE para combinar unicamente las fracciones mas puras. La muestra fue concentrada
y el buffer fue cambiado a TEA-HCI 20 mM (pH 7.5) utilizando los filtros para centri-
fuga Ultrafree®-15 (Millipore) con una membrana Biomax-10, y conservadas en el con-

gelador a -80 °C. En estas condiciones la enzima fue estable por al menos 12 meses.

Modificacion con DTNB

La modificacién de los grupos sulfhidrilo de las mutantes de la glucdgeno sinte-
tasa fue analizada espectrofotométricamente. Cada variante de la enzima (10 uM) fue
agregada a una cubeta conteniendo buffer bicina-NaOH 50 mM pH 8.0 en presencia o
ausencia de ADP-Glc 1| mM, en un volumen total de 200 pl. La reaccion se inicié con el
agregado 4 ul de DTNB (concentracién final de 40 uM) y se registrd el espectro visible a
partir de los 10 seg a temperatura ambiente (23-25 °C). Los espectros fueron registrados

cada 0.5 nm desde los 340 a los 600 nm en un espectrofotdometro Beckmann DUG650, a
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una velocidad de escaneado de 600 nm/min. La primera derivada fue calculada con una
ventana de 2 nm y suavizada con el algoritmo de Savitzky-Golay (152) utilizando una

ventana de 41 puntos y coeficientes de segundo grado.

Inhibicién con DTNB

La inactivacion de la GS de E. coli con DTNB fue llevada a cabo a 0 °C en una
mezcla de reaccion conteniendo 0.5 a 1 pg de enzima disueltos en buffer bicina 50 mM
pH 8.0, en un volumen total de 100 pl. La reaccion se inicié agregando 5 ul de DTNB
pH 7.8 para obtener una concentracién final de 10 uM. A diferentes tiempos, se retiraron
alicuotas de la mezcla de reaccion y se ensayaron para medir la actividad remanente. La
proteccion por los sustratos se estudid con el mismo protocolo, pero la mezcla de reac-

cién contenia ADP-Glc 1 mM o bien glucégeno de higado de conejo 2.5 mg/ml.

Inhibiciéon con IAA

La inactivacion de la GS con IAA se llevo a cabo a temperatura ambiente
(23-25 °C) en oscuridad. La mezcla de reaccion contenia 0.5 a 1 pg de enzima disueltos
en buffer bicina 50 mM pH 8.0, en un volumen total de 100 ul. La reaccién se inici6 con
el agregado de IAA hasta alcanzar una concentracién de 1 mM. A diferentes tiempos se
retiraron alicuotas de la mezcla de incubacidn, y se midio la actividad de sintesis de glu-
cogeno. Los ensayos de proteccion por sustratos se realizaron de igual manera que en los

experimentos de inhibicién con DTNB.

Cromatografia en papel
Las cromatografias fueron llevadas a cabo en papel Whatman No. 1 por 72 hs uti-
lizando como solvente 1-butanol:piridina:agua (6:4:3 v/v). Los sacaridos fueron revela-

dos utilizando el método de teflido con plata (153).

Caracterizacion cinética
Los datos cinéticos fueron graficados como velocidad inicial (nmol/min) versus
concentracidn de sustrato o efector. Las constantes cinéticas fueron calculadas ajustando

los datos a la ecuacion de Hill (154), con una férmula no linear de cuadrados minimos,
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utilizando el programa Origin™ 5.0. La constante ny; es el coeficiente de Hill. Sp5 es la
concentracion de sustrato con la cual se obtiene un 50% de la velocidad maxima. s es
la concentracion de inhibidor que inactiva al 50% de la GS después de 10 min de incuba-
cién. El coeficiente de Hill y los Sy 5 fueron calculados a partir de las curvas. A menos
que se indique lo contrario, los datos son el promedio de tres 0 mas experimentos inde-

pendientes, y el error expresado es la desviacion estandar entre ellos.

Modificacion quimica con IAA

La modificacion quimica de la cuadruple mutante TM-E377C (C7S, C379S,
E377C, C408S) se llevé a cabo a 0 °C en oscuridad, en una mezcla de reaccién conte-
niendo 0.1 mg de la enzima en buffer bicina-NaOH 50 mM (pH 8.0), en un volumen total
de 100 pl. La reaccidn se inicié agregando IAA 20 mM, alcanzando una concentracién
final de ]| mM. A diferentes tiempos se extrajeron alicuotas de 2 pl para ensayar activi-
dad enzimatica. Para preparar enzima modificada para posteriores estudios cinéticos, la
reaccion se detuvo a los 10 min con el agregado de DTT hasta alcanzar una concentra-

cion final de 20 mM.

Co-sedimentacion con glucégeno

El procedimiento seguido es una modificactéon de un protocolo publicado con
anterioridad (155). Cada enzima recombinante purificada (10 pg) se incubd a 4 °C por
30 min en un tubo de ultracentrifuga conteniendo Tris-HCl 50 mM (pH 7.5), NaCl
150 mM, 2-mercaptoetanol 0.1% (v/v), BSA 0.1 mg/ml y glucdgeno de higado de conejo
10 mg/ml en un volumen final de 1 ml. Después de centrifugar por 90 min a 100000 x g,
se recolectaron las fracciones de precipitado y sobrenadante y se sometieron tanto a SDS-

PAGE como a determinacion de actividad enzimatica.

Expresion y purificacion de las enzimas con un His-Tag®

Se transformaron células de E. coli BL21(DE3) con el plasmido pAY3
conteniendo el gen silvestre o las diferentes mutantes. Las células se crecieron a 37 °C
con agitacion (200 rpm) hasta alcanzar una DOgg ~ 0.8. La expresion de la proteina de

interés se indujo con el agregado de IPTG hasta una concentracién 1 mM, seguido por
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16 hs de incubacion con agitacion a temperatura ambiente. El protocolo de purificacion
de las enzimas con un His'Tag® (6 histidinas, LEHHHHHH) en su extremo C-terminal es
similar al publicado por Novagen, con algunas modificaciones. Todos los pasos detalla-
dos a continuacion se llevaron a cabo a 4 °C. A partir de 100 ml de cultivo se cosecharon
las células por centrifugacion, y el precipitado celular se resuspendié en buffer de unién
(fosfato de potasio 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, pH 8.0). Se obtuvo un ex-
tracto crudo por sonicacidn y posterior centrifugaciéon a 5000 x g. Dicho extracto crudo
fue incubado durante 1 h con agitacidén en una proporcion 4:1 con una resina de niquel-
acido nitriloacético (Ni-NTA) previamente equilibrada con el mismo buffer de unién. El
sistema se basa en la afinidad de la cola de histidinas vecinas por el i6n niquel inmovili-
zado en la columna. Esta mezcla fue colocada en una columna y la resina Ni-NTA con la
proteina unida fue lavada dos veces con 8 volumenes de columna de buffer de lavado
(fosfato de potasio 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 50 mM, pH 8.0). Luego se eluyd en
4 x 1 volumenes de columna de buffer de elucién (fosfato de potasio 50 mM, NaCl
300 mM, imidazol 250 mM, pH 8.0). Alicuotas de las distintas fracciones fueron anali-
zadas en un SDS-PAGE, y las fracciones de elucién puras fueron combinadas, concentra-
das y el buffer reemplazado por TEA-HCI 20 mM pH 8.0 utilizando los filtros para cen-
trifuga Ultrafree®-15. La muestra concentrada fue fraccionada y guardada a -80 °C. La
enzima es estable, bajo estas condiciones, por al menos 12 meses.

Se realizé una purificacion de la enzima silvestre en el sistema descripto para uti-
lizarla como referencia en la purificacion de las mutantes, y para verificar que el agre-
gado de una His'Tag® en el extremo C-terminal no alteraba las propiedades cinéticas de
la GS. El nivel de expresion de la GS silvestre con una His-Tag” fue similar a la de la
enzima silvestre, como se determind por Western blot (datos no mostrados). Ciertos con-
troles fueron llevados a cabo durante todo el procedimiento de purificacion para asegurar
que no se estaba co-purificando la GS endogena de las células BL21. No se detect6 acti-
vidad de GS (<0.002 U/mg) en los eluatos de la resina Ni-NTA cuando se la cargd con
extractos crudos de células BL21(DE3) transformadas con el vector de expresion
pET-24a. Tampoco se detectd actividad de GS en los eluatos cuando se sembré un ex-
tracto crudo de células expresando el plasmido pAY1 (que codifica para la GS silvestre

sin His'Tag™). La purificacién se llevd a cabo como se indica en Materiales y Métodos,
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partiendo de 100 ml de cultivo. La Tabla 22 es el cuadro de purificacion de la GS silves-
tre en este sistema. Este protocolo permite la purificacién de la GS en un solo paso par-
tiendo de muy pequefios volimenes de cultivo.

En la Figura 33 se muestra un SDS-PAGE donde se sembraron alicuotas de las
distintas fracciones de la purificacion. Se obtuvieron resultados similares durante la puri-
ficacion de las enzimas mutantes (datos no mostrados). Las fracciones de eluciéon que
aparecen homogéneas en el SDS-PAGE fueron agrupadas, concentradas, desaladas y di-
vididas en alicuotas en buffer TEA/HCI 20 mM, pH 8.0. Las enzimas purificadas utili-

zando una cola de histidinas resultaron estables en el congelador a -80 °C por al menos 12

meses.
Etapa Proteina total Actividad Actividad especifica Rendimiento Veces
p (mg) U) (U/mg) (%) purificacién
Extracto crudo 16 768 48 100 1
Ni-NTA 0.9 460 500 60 10

Tabla 22: Purificacion de la GS silvestre recombinante de E. coli con una
HisTag”. La purificaciéon comenzé a partir de un cultivo de 100 ml de células
BL21(DE3) (0.8 g de células) transformadas con el plasmido pAY3. Los datos
de la columna Ni-NTA corresponden unicamente a las fracciones mas puras
combinadas.

Figura 32: SDS-PAGE de los distintos
pasos de purificacion de la GS silvestre
con una His'Tag®. Calle 1, marcador
s de pesos moleculares; calle 2, extracto
w——— quy wse —  crudo de las células BL21(DE3)
transformadas con pAY3; calle 3, pico

de siembra de la columna Ni-NTA;

a calle 4, lavados de la columna
(concentrados 10 veces); calles 5 a 8,

pes— fracciones de elucion de la columna
—— Ni-NTA.
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Prediccion de estructura y modelado

Las predicciones de estructura secundaria fueron llevadas a cabo con el programa
PHD (156) y el método PSI-PRED (157). Estos programas se encuentran disponibles en
el servidor PredictProtein (http://www]l.embl-heidelberg.de/Services/sander/predictpro-
tein/) y en el servidor PSI-PRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), respectivamente.
Los analisis de threading y reconocimiento de fold fueron hechos aplicando el programa
GenTHREADER (131) y el servidor Superfamily (158). El modelado homdlogo de la
GS de E. coli fue hecho utilizando el programa Modeller 6v2 (159). La estructura fue
modelada usando tres moldes en simultaneo; las coordenadas atomicas conocidas de la
trehalosa-6-fosfato sintetasa (OtsA) de E. coli en complejo con UDP (cédigo del PDB
1gz5), la maltodextrina fosforilasa (MalP) de E. coli (cddigo del PDB 1e40) en complejo
con maltopentaosa y la MurG de E. coli (cédigo del PDB Inlm). MurG fue utilizada
como molde a pesar de que es una glucosiltransferasa que invierte la configuracién del
producto, porque presenta un plegado GT-B y mejord el modelado de una a-hélice entre
los residuos Ser” y Ala*"". La confiabilidad de este modelo fue evaluada utilizando los
programas Verify3D (137) y PROCHECK (160). El alineado con las proteinas molde se
basé en homologia de secuencia, estructura secundaria e hidrofobicidad. Los ajustes
menores en el alineado con los moldes fueron revisados y modificados en forma iterativa
a lo largo de la secuencia para mejorar los puntajes otorgados por el programa Verify3D.
No hubo ningin cambio estructural, en ninguna de las iteraciones, en el area de los
residuos del sitio activo putativo. Para el la generacidn del segundo modelo de la GS de
E. coli se utilizé el programa Modeller 7v7, y se emplearon como moldes las estructuras

de MalP (ledo) y de la GS de A. tumefaciens (1rzu).

Proteoélisis limitada de la GS

La GS silvestre de E. coli pura (0.5 mg/ml) fue digerida con distintas proteasas
bajo las siguientes condiciones: 25 °C, CaCl, | mM y Tris-Cl 50 mM, pH 7.5 para la
proteinasa K, quimotripsina, tripsina y subtilisina; 25 °C, CaCl; 1 mM y Tris-Cl 50 mM,
pH 8.0 para la elastasa; 25 °C, CaCl; 1 mM y citrato de sodio 50 mM, pH 6.5 para la pa-
paina. La duracidn de la incubacidn y las concentraciones de las distintas proteasas va-

riaron de acuerdo al experimento. La protedlisis se detuvo mediante el agregado de fe-
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nilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) hasta una concentracién de 0.5 mM, y se separaron ali-
cuotas para analizar en un SDS-PAGE y para ensayar la actividad de sintesis de gluco-

geno.
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