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RESUMEN

En mamiferos la biosintesis de novo de glucogenn comienza con la accion de una
enzima llamada glucogenina, que es capaz de incorporar sohre si misma, de manera
autocatalitica, una molécula de glucosa, a través de la formacion de un enlace O-
glicosidico entre un residuo tirosina v el extremo reductor de la glucosa (a-1-0-Tyr).
Ademas, puede catalizar un segundo proceso gquimicamente diferente, la incorporacicn
sucesiva de glucosas mediante la formacion de enlaces o-(1—4), formando asi un
oligoglucano lineal sobre el que actian las enzimas glucdgeno sintasa (GS) y
ramificante (GBE) para dar lugar a una nueva molécula de proteoglucogeno. Aqui se
presentan los resultados obtenidos a partir de estudios relacionados con la estructura ¥
funcién de glucogenina ¥ GBE, dos de los tres actores principales en la biosintesis de
novo del glucdgeno.

En particular, en este trabajo de tesis doctoral se profundizd en el conocimiento
acerca del mecanismo por el ceal la autoglucosilacion de glucogenina genera el
oligoglucano necesario para que se inicie la biosintesis de novo del glucogeno. Hace
unos afios se habia demostrado que el dimero de glucogenina tiene la capacidad de
autoglucosilarse mediante un mecanismo de glucosilacion intersubunidad, v nuestro
grupo habia aportado evidencias de que el monomero era capaz de autoglucosilarse,
sugiriendo que el dimero podia glucosilarse por un mecanismo intrasubunidad. A traveés
del disefio de experimentos que incluyerocn la mezcla de mutantes de glucogenina
inactivas para la catalisis o incapaces de funcionar como sustrato aceptor de glucosa, en
este trabajo de tesis doctoral se pudo revelar que ambos mecanismos, intra- e
intersubunidad, se complementan en el dimero para alcanzar el maximo grado de

autoglucosilacion. También se amalizd la posibilidad de que el mondmero de






Rezumen

glucogenina sea capaz de generar un oligoglucano que pueda ser utilizado come sustrato
por las enzimas GS y GBE para dar lugar a una nueva molécula de glucdgene madura.

En el caso de la enzima ramificante del glucogeno es menor la cantidad de datos de
fue se dispone acerca de su mecanismo de accion, v muchos de los informes al respecto
corresponden a enzlmas de la familia de glicosil hidrolasas GH13, a la que pertenece
GBE, tales como a-amilasas e isoamilasas. Los estudios bioguimicos v cinéticos de
GBE publicados hasta el momento fueron realizades con enzimas de arigen bacteriano,
y algunos de origen vegetal para el caso de la enzima ramificante del almiddn (SBE). En
el segundo capitulo se presentan los primeros resultados de la caracterizacion de GBE
humana, que incluyen el perfil de la longitud de las ramas gue genera y un estudio
cinético de la reaccidn que caraliza,

Por dltimo, se abordé un enfoque biolnformdtico para tratar de develar el
interrogante acerca de cual es la estructura gae glucogenina debe adoptar para superar la
distancia de 12-20 A que separa a la tirosina aceptora del UDP-glucosa, y asi lograr la
Incorporacion  de la primera glucosa gue da comienza a la reaccion de
awoglucosilacion. Para llevar a cabo esto se utilizaron simulaciones de dindmica
molecular guiada, con lo gue se consipuid obiener detalles a nivel atdémico de las
interacciones que podrian ser responsables para que el camblo conformacional tenga

lugar.
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El Gluedgeno

La glucosa es la principal fuente de energia de las células. La glucalisis (degradacion
de glucosa a pirevato v lactato) es la forma mas ripida en que una ¢élula pu-n-dt
conseguir energia, obteniéndose de dos a tres moles de adenosina wrifosfato (ATF) por
cada mol de glucosa. La manera en que las células logran almacenar glucosa como
reserva de energia de manera muy eficiente. es mediante la polimerizacion de la
glucoss. En plantas dicho pelimere es llamado almidon, mientras que en mamiferos,
bacteriaz y hongos se denomina glucogena. El almidon estd compuesto por una mezcla
de dos tipos de polisacaridos: amilosa que es un polimero lineal en ¢l que log residuos
de glucosa estan unidos mediante uniones glucosidicas de tipo a-(1—4), v amilopectina
gue es un polimero ramificado en el que ademas de los enlaces a-(1—4) se encuentran
enlaces de tipo a-{1—+6], en los llamados puntos de ramificacion. El glucdgenc es un
hemopolisacaride ramificado que posee una estructura similar a la de la amilopectina,
pero con mavor frecuencia de ramificaciones, v con cadenas que tienen entre 10 v 14
glucosas de longitud. Se cree que la estructura altamente ramificada del glucogeno es
consecuencia de una optimizacion evolutiva, va que de este modo la molécula logra
almacenar una mayor cantidad de glucosa en el minimo espacio posible. aumentando
ademas la proporcidon de glucosa que puede ser liberada antes de que ocurra una
desramificacidn, y la velocidad de liberacion de glucosa debida a la gran cantidad de
exlremos no reductores, a partir de los cuales se puede degradar el glucano (1-4),

En mamiferos el plucogeno se encuentra principalmente en higado. misculo y
cerehro. En el higado representa la reserva de glucosa que el organismo necesita para
rmantener la homeostasis de glucosa en sangre. En midsculo el glucogeno constituyve la
fuente de energia inmediata necesaria para que el proceso de contraccion muscular se
lleve a cabo. En cerebro, fundamentalmente tendria un rol imprescindible como reserva

energética ante situaciones de estrés como hipoxia ¢ isquemia.
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Cuando [a célula {0 el organismo) necesita plucosa, puede obienerla degradando el
glucogeno (glucogendlisis). La enzima glucdgeno fostorilasa (5, 6) hidroliza los enlaces
a=( |—4) liberando glucosa-1-fosfato, que la enzima fosfoglucomutasa transfomma en
glucosa-6-fosfato, intermediario en la via de la gluedlisis. La enzima glucdgeno
fosforilasa puede degradar una cadena lineal hasta que quedan 4 unidades de ghocosa.
En este punto es donde intervieme la enzima desramificante de glucogeno (7).
catafizando primero la transferencia de maliotriosa hacia el exiremo no reductor de una
cadena lineal, v posteriormente hidrolizando el enlace a-{1—6) liberando la glucosa
remanente (3=-12),

Por otra pane, la sintesis de glucogeno (glucogenopénesis) s llevada a cabo
fundamentalmente por dos enzimas. la gluedgeno sintasa (13) que elonga las cadenas
lineales incorporando glucosa utilizando como sustrato dador undina difostato glucosa
(UDPG)Y, v la enzima ramificante de glucogeno (14) que escinde una cadena terminal
mediante la hidrdlisis de un enlace u-( 1 —4), para luego transferirla sobre una cadena
lineal, catalizando la formacion de un enlace a-(1—6) (15, 16).

Mo ohstante, estas enzimas solo pueden ejercer su actividad sobre un oligosacarido
va existente. Algunos autores analizaron diversos oliposaciridos pequefios  como
posibles aceptores de la glucdgeno sintasa, aunque las bajas afinidades obtenidas
descartaron que realmente sean wtihzados i owive (17, 1), Entre 1972 v 1984 se
realizaron numerosos estudios en los que s¢ demostrd que el sustrato inicial utilizado
por la enzima ramificante v la glucogeno sintasa para producir una molécula de
glucdgens madura. lo constituye una cadena lineal de plucosas unida a través de su
extremo reductor a una enzima (19-28). A esta enzima se la llamd glucogenina (29), ¥
es ella misma quien cataliza la polimerizacion de la cadena de glucosas a la gue se
encuentra unida (30, 31). Glucogenina permanece unida al homopolisacarido, razon por
la cual se lo denomind proteoglucogeno (28), mientras que |2 cantidad de moléculas de
proteoglucdgeno que una célula puede sintetizar depende de la cantidad de glucogenina
disponible y de su actividad.

En la Figura | se muestra un esquema del mecanismo propuesto por la Dra. Soledad
Bazan durante el desarrollo de su trabajo de tesis doctoral para la biosintesis de nove del
proteoglucogeno, basandose en resultados que advierten que en la molécula de
proteoglucogens maduro la rama mds interna (unida a glucogening) tiens de 6 a 7
glhicosas {32) v no 10-14 como el resto de las ramas, pudiendo admitir s6lo una

ramificacion en lugar de 2 como se creda anteriormente (4).
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Figura I (A} Mecanismo propucsto pard la biesimesis de nove de proteoglucdgens por Bagdn v col

-,

BE. enzima ramificante: G, glucogening; G5, ghodgeno sintasa. (B} Esquema de onp moléculs de
profesghechgons con una rama en la cadena mas interma del polisacando. Imagen extraida de Bazén v col
2005 £32)

La glucogenina

La primera vez que se postuld que una proteina podria estar unida covalentemente al
gluctgeno fue en el afio 1934, aungue esa hipdtesis fue desacreditada por otros autores
que atribuveron dichos resultados a fallas metodoldgicas (34). 0 a que se trataba de
enzimas ligadas no covalentemente al glucogeno (35). En 1972 s¢ presentaron nuevos
datos que indicaban que el glucogeno podria estar unido covalentemente a una proteina
(19, 20), proponiendo que esta proteina funcionaria como aceptora, con miltiples sitios
de glucosilacidn, v que de este modo actuaria como intermediario en la biosintesis de
nave del glucdgeno (21} A rafz de esto. otros autores, trabajando con preparados
enzimdticos de diferentes origenes obluvieron resultados que apovaban la idea de que la
biosintesis de move del glucdgeno comenzarfa a partir de un oligosacarido unido a una
proteina (22-27). En 1984 se confirmd la naturaleza covalente de [a unién entre el

glucogeno y una proteina, identificando la porcidn proteica mediante tincidn con azul de

11
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Coomassie ¥ marcacion con 'l (28), v en 1985 se logrd liberarla mediante amildlisis,
wdentificande una proteina de 37 kDa. (36} a la que lamaron glucogenina (29), En esc
mismo afe se logrd caracterizar el tipe de union entre glucogening vy el glucdgeno,
identificandose que la unidn se llevaba a cobo entre una tirosina v la primer glucosa
(37). siendo ésta la primera evidencia de que ese residuo se encuentre invaluerado en In
unidn entre una proteina ¥ un carhohidrato, Mis tarde, se comprobd que en la
glucogening s6lo un residuo lirosina es glucosilado, v a través de la determinacion de la
estructura primaria de glucogening de misculo de conejo se identificd al aminoacido
aceplor, siendo para este caso la tirosina 194 (37, 38).

En los estudios iniciales en que se purificaba glucdgeno sintasa a partir preparados de
musculo de conejo, se la encontrd asociada con una proteina de 38 kDa. que segin se
demostrd mas tarde era la glucogenina (40). Luego de aislar la glucogening de estos
preparados, estos v otros autores establecieron gue es la misma glucogening la que
cataliza la incorporacion de glucosas sobre si misma (30, 31). Ademis. se demostrd que
utiliza UDP-glucosa como sustrato dador, al igual gue la glucogeno sintasa, pero que a
diferencia de ésia es dependiente de un catién divalente como Mn®* o Mg™*, Quedd
entonces comprobade que 1a glucogenina es la responsable de sintetizar sobre si misma
una ¢adena lineal de glucosas a través de la formacion de cnlaces o-1—4, v que a
medida que aumenta el grado de glucopolimerizacidn del oligoglucane unido a ella, se
convierte en mejor sustrato para la glucdgeno sintasa (41).

Un importante aporte ol estudio de la glucogenina fue ¢l clonado del ADNe que
coddifica para la enzima de conejo (42). que hizo posible su expresion recombinante
tanto en bacterias como en células de mamifero (41, 43, 44). Esto también permitid
resolver el interrogante acerca de como se lleva a cabo s incorporacidn de la primera
glucoss. que se une a la proteina mediante un enlace glucosa-1-O-tirosina, diferente a
los enlaces a-1-—4 con gue se unen el reste de las glucosas. Inicialmente las dos
posibilidades que se consideraban eran, que otra glucosiltransferasa incorporara la
primera glucosa sobre glucogening. o que ella misma fuera capaz de catalizar la union
de la primera glucosa sobre su tirosina, Vanos fueron los estudios que trataron de
responder esta incognita (42, 45) pero el resuliado mds contundente lo aportd la
expresion de la proteina recombinante en una cepa de Escherichia coli carenie de
actividad UDP-glucosa pirofosforilasa (46). Dicha enzima cataliza la formacion de
UDP-glucosa a partir de UTP y glocosa-1-fosfato, lo gue permitid obtener una
glucogemina libre de glucosas (apo-glucogenina). De esta manera, la capacidad de apo-
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glucogenina de generar un oligoglucano a partir de UDP-glucosa demosind que la
enzima cataliza la formacion de los dos tipos de enlace, primero glucosa-1-O-tirosina v
luego los siguientes de tipo u-1—4 entre glucosas, Otro dato importante obtenido del
andlisis de |a secuencia de glucopenina, es gque muestra una alta conservacion entre las
gapecies, con un 86-96 % de identidad de secuencia reportado pars un alineamiento
parcial (160 aminodcidos) realizado entre las enzimas de conejo, rata v vaca (42).
Posteriormente, con el clonado del ADNe de glucogenina de misculo humano se
determind que ésta tiene un 93 %5 de identidad de secuencia con su homdloga de consjo
(47, 48}

La mayoria de los estudios desarrollados con el fin de comprender el mecanismo de
catalisis de plucogening. se realizaron con la enzima de conejo recombinante, por lo que
a partir de aqui la numeracion de los aminodcidos utilizada es la comespondiente a esta
enzima. Comoe se dijo antenormente, s enzima de congjo tiene un peso molecular
aproximado de 38 kDa (333 aminodcidos). Ya sea que la glucogenina se obtenga a
partir de la amildlisis completa de proteoglucdgeno purificado de micule de conejo o
por la expresion heterdloga de la enzima, la especie de 38 kDa resulia ser sus¢eptible a
perder un segmento de 7 kDa de su extremo carboxilo terminal, probablemente debido a
alguna actividad proteolitica resistente 2 los inhibidores leupepting, pepstatina v
APMSF (49, 50), La proteina truncada de 31 kDa es estable v muestrs una actividad
similar a la de la enzima entera (51, 55), v o5 debido & esto que se la ha utilizado
amplinmente por muchos autores para llevar a cabo estudios cinéticos. bioguimicos v
estructurales.

Glucogening pertenece a la familin GTE de glicosiltransferasas que retienen la
configuracidn del carbono anomérice del glicide que es transferido (32-44). Lo primera
estructura tridimensional de una glucogenina en ser resuelta fue la de la proteina de
conejo. utilizande para tal fin la téenica de enstalografia de rayos X (55). La enzima
posee un plegamiento GT-A, compuesto por dos dominios tipe Rossman fla/p
estrechamente contiguos. v ademas tene el motive DXD (resideos 101-103) que
coording un catidn divalente (altamente conservadoe en las estrocturas GT-A), ¢l cual
interacciona con los fosfatos del sustrato dador, sctuande como base de Lewis y
facilnando la salida del prupo saliente (UDP)L A parlic del analisis de la estructura
tridimensional de algunos miembros de esta familia (55-58), se propuso un mecanismo
de reaccion para este tipo de enzimas que comprende dos pasos. El primero es un ataque

nucleofilico tipo Sn2 por parte de un residue de la enzima, que resulta en la formacion
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de un intermediario enzima-sustrato unido covalentemente en el que se invierte la
configuracion del carbono anomérico, y el segundo es otro ataque Sn2 del sustrato
aceptor al intermediano. con una nueva inversion de la configuracion, haciendo que el
producto final retenga la esterecquimica inicial de la glucosa. Sin embargo, estos
resultados carecen de fortaleza para confirmar la hipotesis planteada, Incluso existen
reportes de estudios realizados en lipopolisacanl-a-1 4-galactosiltransferasa (LgtC) v o-
1. 3-palactosiltransferasa  (0-3GT), otras  glicosiliransferasas  gque  retienen  la
configuracidn del carbono anomérico del carbohidrato transferido, aportan datos gue
apoyan la existencia de un mecanismo diferente para la catalisis (3%, 60), gque nvolucra
un onico atague nucleofilico frontal de tipo Sni por parte del sustrato aceptor, v donde
no tiene lugar la formacidn de un imermediano covalente. Con el fin de tratar de
esclarecer cudl es el mecanismo por el que este grupo de enzimas gjercen su pctividad,
s¢ realizé un andlisis por cristalografia de ravos X de mutantes de glucogenina de
conejo (31). La seleccion de los aminodcidos a ser sustituidos se realizo basdndose en
los datos cristalograficos previos (55-60), v en estudios de conservacion de secuencia
(61). En ¢l estudio de las mutantes de glucogenina de conejo para los residuos aspartato
159 v 162, se encontrd que la sustitucion de cualguiera de estos aminodcidos por serina
o asparraging derivid en la pérdida de actividad, sin producir cambios en la estructura
general de la proteina (51). Estos aminodcidos son parte de un motive DXXD, muy
conservado en glucogeninas de diferentes origenes (62). Si bien los autores no lograron
resolver el dilema de cudl es el mecanismo que utilizan este tipo de enzimas para
catafizar Lo transferencia de glécidos, sugirieron el rol que podrian cumplir estos dos
aminodcidos en cada uno de los mecanismos propuestos. Los aspartatos 162 y 159 se
encuentran a 6 ¥ 6,5 A del carbono | de la glucosa, respectivamente. convirtiéndolos en
posibles nucledfilos. En el caso en que la reaccidn procediese a traves de una doble
sustitucion nucleofilica de tipo Sn2, primero ¢l aspartato-162 atacaria al carbono | de s
glucosa unida al sustrado dador. Luego. la transferencia se completaria mediante un
sepundo ataque Sn? con el aceptor final actuanda como nucledfilo, el que puede ser la
tirosina-194 (38). una molécula de glucosa previamente incorporada, un aceplor
exageno (G3=03), o agua en el caso de la reaccion secundaria de hedrdlisis (49, 31). Por
otro lado, si la transferencia ocurriese a través de un ataque nucleofilico frontal de tipo
Sni, ¢l aspanato-162 podria facilitar la ruptura del enface entre el carbono anomérico de
la glucosa v el oxigeno del grupo fosfato. estabilizando electrostiticamente la formacion

de un intermediario oxocarbenio. En los dos mecanismos propuestos el aspartato-159
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tendria una participacion muy importante en la unidn v activacion del sustrato aceplor.,

En la Figura Il se muestra un esquema donde se representan los dos mecanismos
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Figura 1I: Posibles mecanismos pars ba reaccidn citalizada por glucogening (55). Las flechas
delgadas represensan el mavimienio de un par de elecioones, La numeracidn de los
aminoacidos &5 la eormespomdiente @ la enzime de conejo, (A} Mecanismo superido s 1a
reaccidn Iranscurre & traves de un doble staue 502, (B) Mecanismo sugerida £i la reaccidn
oeurre por un nice ataque de tipo Sni, donde el sustrato aceptor se acerca con la misma
orientacion que se encuentra €l gropo salienie.

La enrima ramificante

En 1943 se logrd determinar por primera vez que la naturaleza ramificada del
gluchgeno v de la amilopectina era el resultado de la sccidn catalitica de dos enzimas
diferentes, una elongando la cadena de glucosas, v la segunda generando las
ramificaciones { 14). Luego, en 1953, se describid a la enzima encargada de generar los
puntos  de ramificacion  (enzima  ramificante) comoe  una  amilo-{1.4—1.6)
transglucosidasa. Trabajando con preparados enzimaticos de papa v de higado v

misculo de rata (13}, los autores determinaron la naturaleza de las reacciones que esta
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enzima cataliza para poder generar las ramificaciones (hidrolisis de enlace a-1.4 v la
formacion de enlace u-1.6), sometiendo a glucogena de conejo previamente digerido
con la enzima glucdgeno fosforilasa, a la incorporacion de ["*C]-glucosa en sus ramas
externas, para loego ser incubado con el preparado de enzima ramificante. La
generacion de nuevas ramificaciones fue confirmada detectando la liberacidn de ['*C]-
glucosa. Como va se ha mencionado anteriormente, la primera glucosa de la
ramificacion. aguella gue se enceentra formando un enlace a-1,6 con la cadena
principal, es liberada como glucosa libre por accidn de la enzima desramificante de
glucogenn. Algunos aflos mas tarde, en 1966, otros autores demostraron que la minima
poercidn glucosidica que puede transferir la enzima ramificante de higado de rata es de 6
glucosas, teniendo preferencia por cadenas de 7 glucosas ( 16). Cira confirmacion de su
capacidad transglucosidasa se obluvo midiendo la estimulacion preducida por la enzima
ramificante en la incorporacion de glucosas sobre glucdgeno por accidn de la enzima
fosforilasa utilizando glucosa-1-fosfato como sutrato dador (66). La dnica forma de
explicar la mencionada estimulacidn en la incorporacidn de glucosas, es que la enzima
ramificante haya generado nuevos extremos no reductores capaces de aceplar esas
glucosas. Vale aclarar gue la enzima glucogene fosforilase es capazr de catalizar la
reaccidn inversa, e incorporar glucosas sobre un oligoglucano existente, cuando se
encuentra en presencia de un exceso de glucosa-1-fosfato,

En 1986 s clond ¢l ADNe que codifica para la enzima ramificante de Escherichio
coli, ¥ se determind su secuencia primaria de aminodcidos, deducida a partir de su
secucncia nucleotidica (67). Simplemenie con el conocimiento de la estructura primaria,
s¢ logrd obtener informacicn muy valiosa acerca de este tipo de enzimas desde el punto
de vista mecanistico v estructural, De esta manera, a partir del andlisis de alineamiento
de secuencias, prediccion de estructura secundaria y de “clusters”™ hidrofdbicos, se
postuld que la enzima ramificame de Excherichia cofi poses un dominio de tipo barril
{fife)s (68), dentro del cual se encuentran cuatro regiones altamente conservadas que
contienen tres residuos aminoacidicos que han sido propuestos como responsables de fa
actividad catalitica de la enzima, asi como también aquellos involucrados en la unidn

del sustrato al sitio activo (69, TO) {Figura [11).
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Figura [1I: Alincamicnto de secuencias en a8 cuatio regones ahamente conservdas para algunas
enzimas perienecientes de diferente angen o |z familin de Ins a-amiknsas (38},

Estas conclusiones se onginaron a partir del estedio de conservacion de secuencia de
la enzima a-amilasa (1, 4-0-D-glucano glucanohidrolasa) en diferentes organismos (69,
71, 72}, donde ze identificaron por primera vez las cuatro regones mencionadas, v del
analisis estructural de la primer c-amilasa en ser estudiada por cristalografia de myos X,
la Taka-amilasa A de Aspergillus orvzae (73), a partir del cual se identificaron los
aminodcidos involucrados en la catdlisis ¥ en la unidn de sustratos. Luego, se descubrid
que estas cuatro regiones altamente conservadas se encontraban también en iscamilasas
(74), ciclodextrina-glucanotransferasas (75) v enzimas ramificantes (68), entre otras,
Todas las enzimas que presentan la conservacion de las cuatro regiones descriptas,
actian sobre enlaces glucosidicos de tipo a-14 o o-1,6 va sea hidrolizéndolos o
catalizando su formacion por transglucosilacion. El hecho de que los aminodcidos
invoelucrados en la accion catalitica de este grupo de enzimas se encuentran
perfectamente  conservados, sumado al descubrimiento de una enzima llamada
neopululanasa (de Bacillus subrifis), que es capaz que catalizar cualquiera de las cuatro
reacciones mencionadas, llevd a proponer la definicidon de una familia que incluia a
estas enzimas a la que llamaron “familia de las o-amilasas™. Los autores propusieron
que las cuatro reacciones catalizadas por la neopululanasa son llevadas a cabo por un
misma  mecanismo  catalitico.  Para  demostrarlo.  estudiaron  los  productos  de

transglucosilacion por resonancia magnética nuclear. ¥ el impacto sobre la actividad
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hidrolitica producido por el cambio de aminodcidos involucrados en la actividad
catalitica ¥ en la unidn del sustrato mediante el uso de mutagénesis sitio dirigida (76,
.

D esta maners, a partir de 1992 (77) quedo definide que una enzima pertenece a la
familia de las w-amilasas si cumple con las siguienies camacieristicas; a) debe ejercer su
actividad sobre enlaces w-glucosidicos, by debe producir meno- u oligosacaridos a-
snoméricos por hidralisis, o formar enlaces e-glucosidicos por transglucosilacidn, c)
debe tener conservadas las cuatro regiones mencionadas anteriormente { Figura [11), d)
debe poseer los tres aminodeidos cataliticos, comrespondientes a los residuos Asp-206,
Glu-230 v Asp-297 de Taka-amilasa A (73). Casi simultineamente ofros autores
realizaron una clasificacion para las glicosil hidrolasas (enzimas que hidrolizan enlaces
O-glicosidicos), valiéndose de herramientas bioinformdticas para la identificacién de
regiones hidrofobicas, alincamicntos de secuencias, etc (78). El criterio utilizado para
definir una familia fue que al menos dos secuencias manifiesten una significativa
similitud de aminodeidos, ¥ que no presenten una similitud significativa con otras
familias. Asl, se definferon 35 familias de glicosil hidrolasas (GH), v esta clasificacion
fue evolucionando hasta dar origen a la base de datos CAZY (Carbohydrate-Active
enZYmes; hitpywww.cazy.org’), en la cual se conoce a la familia de las a-amilasas
como GHI3.

Se considera que la funcidn que cumplen los aminoacidos cataliticos propuesta para
el caso de Taka-amilasa A es comin a todas las enzimas que forman parte de esta
familia, y por lo tanto que todas ellas siguen el mismo mecanisme de reaccion, ¢l cual
involucra la formacion de un intermediario con union covalente entre la enzima v el
sustrate. En la Figura 1V se representa este mecanismo de reaccion donde, utilizando la
numeracion comespondiente o Taka-amilasa A de Aspergiliuy ovvzae, el Agp-206 actia
comao nucledfilo atacando al carbono-1 de un residuo glucosidico del sustrato mediante
un ataque tipo Sn2. resultando en la formacion de un enlace covalente |1-f-0-
glicosidico. Para que la formacidn de este intermediario covalenle enzima-sustrato sea
posible, primere Glu-230 actla como catalizador dcido-base, protonando ¢l oxigeno
glicosidico de un enlace a-1.4 o a-1,6 facilitando su ruptura, con la consiguicnte
formacion de la estructura tipo oxocarbenio en el estado de transicion. La carga negativa
del aminoacido Asp-297 estabiliza el estado de transicion, v debide a su proximidad a
Glu-230 contribuye al incremento del pKa del mismo. Ademds, interacciona s traves de

enlaces puente de hidrogeno con fos grupes -OH de los carbonos 2 v 3 del residuo de
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glucosa sobre el que se forma el ion oxocarbenio, promoviendo la formacion de la
estructura planar en ¢l angulo de tomsion entre C2-C1-03-C5, v disminuvendo |a
electronegatividad del grupo -OH unido al carbono-2 lo cual favorece la formacion de
un estado de transicidn cargado positivamenie. Luego, Glu-230 en su forma carboxilato
activa al aceplor desprotondndolo (y por lo tanto haciéndolo un mejor nucledfilo),
preparandolo para el ataque nucleofilico (de tipo $n2) sobre en carbono anomérico, con
una nueva inversion en la configuracion que da como resuitado un producto a-
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Figura IV: Mecanismo propuesto para la acciin cakalitica de los enzimas ramificantes. La numerackdn
o los aminodcidos catalitioos comesponde a aguellos de la taka-amilasa &, pero se colood como suseratn
aceptor el grupe hidroxila del carbono 6 de vn oligosacirido para represeniar la reacclidn gue candliza s
enzima ramificanie.

En un estudio cristalografico realizado con  ciclodextrina  plucanotransferasa
(CGTasa) de Bacillus civcudans se logrd atrapar el intermediario covalente, ¥ a un
sustrato natural intacto unido al sitio activo de la enzima (79). Este estudio representa la
evidencia mias conundente de que el mecanismo de accidn de las enzimas de la familia
GHI13 procede a través de una doble sustitucion nucleofilica, v aportd detalles
relacionados con el rol que cumplen cada uno de los aminodcidos cataliticos, asi como
¢l de algunos de los involucrados en la unidn del sustrato,

Ademas del dominio catalitico central, la enzima ramificante posce otros dos
dominios de aproximadamente unos 20 kDa, uno en el extremo N-terminal v el otro
hacia el extremo C-terminal, ambos con una estructura secundaria formada por ldminas
[} antiparalelas (80). En la figura V se muestra |a estructura cristalina de la GBE de
Exscherichio coli, donde se pueden identificar los tres dominios descriptos, v la

ubicacion de los aminodcidos cataliticos en el dominio central.
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Fipura V: Estruciura cristaling de ln GHE de Ewferichio coli tnmcada en su aminoicide 113 La
cathena principal =e encuenirz representada con cimas, coloreando en axul los dominios N« v C-terminal, v
&l diarmimio cengral segin su estnaciura secundana (rojo para las Eminas [ ¥ amadlle pars L hélices o)
Adermds e representan mediante esferas v palos los aminodcidos cazliticos, uhicados en el dominio
cataliticn.

Se han realizado algunos estudios sobre las enzimas ramificantes de maiz v
Escherichia coli con el fin de detéerminar el rol que cumplen los dominios N- v C-
terminal, medlante la construccidn de enzimas quimericas (81, 82). De esta manera, se
legd a la conclusion de que el dominio N-terminal estd intimamente relacionado con la
preferencia en la longitud del oligosacarido a ser transferido, mientras que el exmemo C-
terminal estaria relacionado con el reconocimiento y preferencia del sustrato sobre el
que la enzima ejerce su accion catalitica (81). En el estudio concerniente al dominio N-
erminal, se observi que mientras mayor es la canfidad de aminodcidos que se
delecionan a partir del extremo N-terminal de la enzima de Escherichio coli, disminuve
gradualmente la especificidad de la longiud de la cadena de glucosas que es ransferida
{&2). Por otra parte, 1a funcidn que cumple ¢l dominio C-terminal se estudid empleando
las isotormas I v I de la enzima ramificante de endosperma de maiz (mBE 1 v II),
donde la informa 1 presenta mayor afinidad por acuar sobre amilosa v transferir
cadenas de 11-12 glucosas, mientras que la isoforma Il tiene mayor afinidad por la
amilopectina y transfiere oligosacaridos de 6-7 glucosas de longliud. Al intercambiar los

dominios C-terminal de mBEI y mBEII se observd que se Invierte la preferencia por el
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sustralo sobre el que las enzimas actian, manteniendo la especificidad de la longitud del
oligosacarido transferida (#2),
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OBJETIVO GENERAL

La finalidad del presente estudio es profundizar los conocimientos existentes acerca
del mecanismo por el cual trabajan las enzimas glucogenina y la ramificante del
glucdgeno, empleando para tal fin enfoques desde ¢l punto de vista bioguimico, cinético
¥ estructural.

En la introduceidn general se presentd el tema en estodio v sus protagonistas. En el
desarrollo de cada capitulo se encontrard una introduccion mas detallada referente al

ohjetivo especifico gue se aborda en el mismo.






CAPITULO 1

ELUCIDACION DEL ROL QUE CUMPLEN LOS MECANISMOS INTER- E
INTRASUBUNIDAD EN LA AUTOGLUCOSILACION DE LA GLUCOGENINA



Caplwifo 1 Mecardsmas de aivapluceailacion de b glucogening

1.1 - INTRODUCCION

Hasta el presente silo s ha logrado resolver la estructura cristalina de la especic
truncada de glucogenina (residuos 1 a 260). en su forma dimérica (55, §9). Este dato
sumada a resultados obtenidos de andlisis por SDS-PAGE, en los que se detecta [Y'C)-
autoglucosilacion intersubunidad entre especies de glucogening con diferentes pesos
moleculares, v de la cinética de la reaccion de autoglucosilacion (41, 90). condujeron a
la interpretacion de gue el dimero es la especie activa, sin considerar que pudiese existir
actividad en la especie monomérica, En uno de los estudios cinéticos (90) los autores
reportaron que la incorporacion de glucosa disminuye por debajo de la constante de
disociacion calculada (2 pM). v que sigue una cinética de primer orden por encima de
ella. Todos estos resultados condujeron a presentar la hipdtesis de que Ia
autoglucosilacion es llevadn a cabo a través de un mecanismo de tipo intersubunidad.
Para fortalecer esta conclusidn, los autores estudiaron un sistema que consiste en |a
mezcla de dos mutantes de glucogenina inactivas para la reaccion de amoglucosilacion,
la primera, en la que lisina-85 fue reemplazads por glutamina (K850) carece de
actividad catalitica pero puede funcionar como sustrato, v la sepunda donde trosina-194
fue mutada por fenilalanina (Y 194F) que posee actividad catalitica pero es incapaz de
funcionar como sustrato aceptor en una reaccion de avtoglucosilacion. Es asi que, al
analizar la autoglucosilaciin en la mezcla de estas dos mutantes, la incorporacion de
glucosas observada sobre el residuo tirosina-194 de la mutante KE5Q) sdlo podia
explicarse por la formacion de un heterodimero, en el cual la mutante Y 194F es la
responsable de catalizar la transferencia de glucosas, ¥ confirmando de esta manera la
existencia de un mecanismo intersubunidad en el dimero. No obstante, no se demostrd

que mediante este mecantsmo glucogenina fuera capaz generar un oligoglucano con una
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elongacion maxima promedio de 12-13 glucosas como la reportada para el dimero wild
type (31).

Mis tarde, en nuestro labomatorio se explord con mayor detalle el comportamiento de
glucogenina a concentraciones submicromolares (91), descubriendo que ¢l mondmero
existe de manera estable, y demostrando por primera vez que esta especie tiend la
capacidad de autoglucosilarse (Figura 1.1-A). La cinética de primer orden observada a
bajas concentraciones revelaba que la reaccion procedia a través de un mecanismo de
glucosilacion intramendmerico (Figura 1.1-B), aungue no se demostrd gue esta especie
consiguiera generar un oligoglucano con la elongacion mdxima de 12-13 glucosas
alcanzada por el dimero.
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Figura 1.1z {A) Filtracién mobecubar para glucogening 20 pM (<5 v 001 pM (-2-), cargadas en una
columpa de exchsion molecalar, habierdo sido previamente sometidas @ auo] “Clolucositackin. (B)
Velocidad de suoglecosilaciin especifica para glucogenina de conejo sin glucosilar {apo-31) en funcidn
de I concemracion de enzima. Ambas imdgenes fuernn extraidas de Bazan ef ol 2000 (91 ).

Recientemente se ha reportado la existencia de una enfermedad vinculada a una
deficiencia de glecogeno causada por una heterocipocidad dada por la combinacion de
una mutacion sin sentido con otra con cambio de sentido sobre glucogenina-1 humana
{92}, siendo éste el dnico informe de una glucogenosis causada por una falla en la
actividad de esta enzima. La mutacion con cambio de sentido treonina-82 por metionina
{TE2M) da como resultado una especie inactiva. convirtiéndose en un buen candidato
para un estudio mecanistico que arroje luz a la comprension de las bases moleculares
que generan dicha inactividad. Consccucntemente, en nuestro laboratorio se realizd un
esfudio estructural y cinético de la mutante TE2M (93). A través del andlisis

comparativo entre las estructuras cristalinas de la mutante vy la especie salvaje, pudo
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advertirse que la mutacion TE2M produce la pérdida de un enlace puente hidrogeno
formado entre el grupo hidroxilo de la cadena lateral de treonina-82 v ¢l aspartato-162,
siendo éste (ltimo un aminodcido esencial para la actividad de glucogening, como ya se
menciond anteriormente (31). Esta interaceidn podria ser importante en la estabilizacion
de la posicion del residuo aspartato-162, permitiendo gue cumpla normalmente con su
funcion. Con el fin de corroborar dicha conclusion. se construyeron mutantes donde se
cambid treonina-82 por serina o valina, Cuando el cambio fue por serina, la mutante
presentd actividades casi normales de autoglucosilacion, transglucosilacion e hidrolitica
de UDP-glucosa. En cambio, cuande la sustitucion se hizo por valina, se perdieron por
completo las tres actividades. de manera andloga a ko que sucede en la variante natural
TE2M.



Capinalo 1 Mecanismos de aureglucosiinckin de fa glucogening

1.1 - OBJETIVOS

El ohjetivo desarrollado en este capitulo estd centrado por un lado en la
determinacion de la capacidad del monomero de la glucogenina para generar un
oligoglucano de similar longitud al reportado para ¢l dimero.

Por otra parte, basindose en el hecho de que el mondémero de la glucogenina es capaz
de autoglucosilarse a través de una reaccion intramolecular, se desarrollaron estrategias
experimentales que permiten el estudio individual de las reacciones intra- e
intersubunidad en el dimero de glucogenina. De esta manera se busca confirmar si el

mecanismo intrasubunidad tiene lugar en el dimero.
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1.3 - RESULTADOS

L31 - Maxima extension de auwtoglucopolimerizacion del monémero de

glucogenina

La actividad autocatalitica de glucogenina fue ensayvada a dos concentraciones, 0,04
v 4 pM. En estas condiciones la enzima se encuentra en las formas monomérica y
dimérica respectivamente, tomando como referencia una constante de disociacidn de
0,85 pM gue fuera calculada previamente (91). Con el fin de comparar la incorporacion
de glucosas sobre glucogenina en sus dos estados oligoméricos (0,04 v 4 pM), se
cuantified la incorperacion de ["C]-glucosa en apo-A270 a 5, 20, 60, v 120 minutos
{Figura 1.2-A). Se tomd como referencia el tempo minimo de reaccion en el que la
velocidad de incorporacion de glucosas tiende a ser nula. De esta manera, se definid la
extension maxima de autoglucosilacion especifica (EMAE) como el mimero de pmoles
de glucosa incorporada por pmol de glucogenina, producido por la incubacion con 320
pM de UDP-{"Cl-glucosa durante &0 minutos (Figura 1.2-A). Previamente se
determind gque 320 pM UDP-|"C]- glucosa aseguraba la saturacidn con el sustrato
donor para la mayor concentracin de enzima willizada en los ensayos (Figura 1.2-B).
La EMAE registrada fue de 13.3 £+ 1.9 unidades de glucosa para el mondmero y el 12,5
+ 1.4 unidades de glucosa para el dimero. Mediante el andlisis por MS de una muestra
de glucogenina dimérica en su mdximo grado de glucopolimerizacidn, puda
corroborarse el valor obtenido por EMAE. A partir de la interpretacién del espectro
deconvalucionado pudo determinarse que glucogenina estaba unida a glucanos de 10,
12, 13, 14, v 16 unidades de glucosa. Considerando la abundancia relativa de cada
especie glucosilada (7.2, 21.4, 37.5, 25.0 v 8.8%, respectivamente), se puede decir que
el grado de polimerizacion promedio fue de 13 glucosas (Figura 1.3), slendo este

24



Capiaita T Mecondsmas de awaplucosilacidn de da gliscogenian

resultado coherente s1 es comparado con la longitud media de codena de 12 glucosas
que Tuera descripta previamente (94). La baja concentraciom a la gue existe la enzima
coma mondomero representd un o obstaculo para determinar  del  grado
autoglucopolimenzacion utlizando ES]-MS. De todas maneras, la concordancia entre la
méaxima capacidad de autoglucosilacion especifica medida para el dimero v el valor
promedio determinado por andlisis de M5 sustenta la validez del EMAE determinado

para la forma monoménica de glucogening.
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Figura 1.2: (A} Avoglucosilacidn especifica en funcida del tiempo para glucogening monomeérica a
0 a3 () v dimenica a 4 pM {83, {B) EMAE en funcidn de la concentracion de UDP-glucosa,

Figura 1.3: La especie apo-A270 autoplecosilada en su madxima capacidad foé amalizada por ESI-MS
Espectro deconvelucionado de apo-AZT0 antes (A) y depuds (B) de ser incubada con UDP-glucosa
durante &0 minwos, Los aomerss @, 10, 12, 13, 14, v 16 ubicados sobre cada pico comesponden a la
cantidad de ghecosas que forman la cadena unida a cada poblacidn de enzima glucosilada,
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1.3.2 - Mixima extensién de autoglucopolimerizacion intra- ¢ intersubunidad

del dimero de glucogenina

La mezcla de dos mutantes de glucogenina inactivas para la autoglucosilacion, una
por carecer de capacidad para transferir glucosas pero con su lirosina aceplors infacia, v
la otra por no poder funcionar como sustrate aceptor por carecer de la tirosina
glucosilable, da como resultado s formacion de un heterodimere que presenta una
cinética de autoglucosilacion  coherente con un  mecanismo  de  glucosilacidn
intersubunidad (90). Sin embargo, no se ha demostrado que mediante este mecanismo sé
logre reproducir el maximo grado de glucopolimerizacidn reportado para el dimero de
glucogenina. Ademas, teniendo en cuenta ¢l reporte de la existencia de un mecanismo
de autoglucosilacion intramonomérico (91), en este trabajo se disefid un sistema que
permite medir de manera independiente la autoglucosilacion en el dimere por los dos
mecanismos posibles de reaccion: intersubunidad e intrasubunidad. Para medir la
EMAE intersubumidad se construyd un heterodimero formado entre Y I194F-A270
{activa para glecosilar pero mactiva como susirato) v T82M-A270 {gque es activa como
sustrato pero inactiva para glucosilar) (Esquema 1B). La eleccion de la mutante TE2M
s¢ baso en el hecho de que dicha modificacion fue recientemente descripta como la
causante de una deficiencia en la sintesis de glucogeno en humanos (92), como se
menciond anteriormente. Para el caso de la medicidn de EMAE solo mediante el
mecanismoe  intrasubunidad, se formd un  heterodimero con la  doble mutante
D159/ 194F-A270 (inactiva tanto para glucosilar coma para incorporar glucosa) v la
especie activa apo-A270 {activa para glecosilar ¥ como sustrato) (Esquema 1C). El
propésite del disefio experimental, es obtener un sistema en el que una de las especies se
encuenire totalmente formando heterodimeros, v expresar la EMAE en funcidn de la
cantidad de esta especie. Para lograr esto, se mezeld y se dejd equilibrar una especie en
estado monomérico (0,04 pM) con la otra especie en su forma dimérica (3.96 puM). Con
esto se pretende que la diferencia de concentracion de 2 drdenes de magnitud favorezea
un desplazamiento en el equilibric hacia la conversidn en heterodimero de la especie

que s¢ encontraba como monamero,
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Esguema 1: Diagrama ce mondmenn v dimenss de glocogening, Las flechas indican o marsferencia de
glucosa desde el UDP-glucosa unkde en el sitle active (2] hacka la Tirosina-194 ('), en o moemdmemn (4],
heresndimenos sdlo con capacidsd deé glucosilacidn inersubunidsd (B o inrssuhomidad (), v dimeras
con capacidad de glocasilacion taro intrasubunidad come infersubunidad (D v B,

1.3.2.1 — Reaccidn intersubunidad en el dimero de glucogenina

La autoglucosilacion especifica en funcion del tiempo, de heterodimeros formados con
subunidades de glucogenina, con capacidades complementarias de glucosilacion v de
sustrato aceptor, se muestra en la Figura 1.4, El heterodimero obtenido mediante la
mezcla de Y104F-A2T0 004 pM con TEZM-A2TD 3,96 pM (Esquema 1B) mostrd un
aumentoe lineal autcglucosilacion sin alcanzar una meseta (Figura 1.4-A). El grado de
autoglugosilacion a los 60 minuios de reaccion fue de 34 moles de glucosa por cada mol
de heterodimero. Esto es  aproximadamente 3 veces mayor gque la EMAE
correspondiente a la enzima dimérica apo-A2T0 {Figura 1.2-A). El aumento constante
observado en la sutoglucosilacion especifica, mostraba un intercambio dinamico entre
las subunidades del heterodimero durante el transcurso de la reaccion, con la sustitucidn
de la subunidad TEZM-A270 glucositada por otra TEIM-AZT0 no glucosilada. Al
invertie las proporciones de las mutantes mezclando TEZM-A270 0.04 uM con Y 194F-
AZTD 3,96 puM, era de esperar que ccurriera un intercambio  similar entre las
subunidades, dande como resuftado la autoglucosilacion maxima de la subunidad
TE2M-A270 del heterodimern. En estas condiciones, la autoglucosilacion medida fue de
.3 moles de glucosa por mol de heterodimera en 60 minutos de reaccidn. alcanzando
un valor maximo de 7.5 unidades de glucosa a los 120 minutos de reaccion (Figura 1.4-

B). Tanto la velocidad de incorporacion como ¢l grado méximo de glucopolimerizacidn
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LIOTECA DE CIENCIAS QU

de este heterodimero resuftaron ser mds bajos que los determinados en la enzima
dimérica de tipo salvaje (Figura 1.2-A). También s¢ incubd durante 60 v 120 minutos
una mezcla de Y 194F-A270 004 pM v TEZM-A270 0,04 pM (ambas como mondmerao),
en la que no se registrd incorporacion alguna (Figura 1.4-B). Este Glimo dato reforzaba
la existencia del monomero de glucogenina en concentraciones submicromolares (21,
descartaba la posibilidad de gue en esas condiciones ocurricse autoglucosilacion
intersubunidad debida a la formacién transitorie de dimeros, no detectables por

cromatografia de exclusién molecular,

= >
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Figura L4: Awopglucosilacidn en funcion del vemps para beterodimerns de glucogenina, formados a
partir de la mezcla de Y194F-A270 0.04 pM con TAZM-A270 3.96 pM (A), TRZM-A270 0.04 pM con
Y194F-0270 3.96 pM (#) v TEZM-AZ70 004 pM con Y 194F-A270 (.04 M (D) {B). La incorporacidn
de [MCEglucosa se representa coma pmoles/pmol de heterodimess.

1.3.2.1 — Reaccidon intrasubunidad en el dimero de glucogenina

Dado que se ha descripto que ¢l mondmero de glucogening es capaz de
autoglucosilarse (91). se procedid a esiudiar la posibilidad de que la reaccion
intrasubunidad pudiese acurrir en el dimero de la enzima. La primer evidencia se obtuve
por analisis en SDS-PAGE de heterodimeros [“Cl-autoglucosilados, formados con
especies de glucogenina truncada (31 kDa) v completa (38 kDa). Al mesrclar el
monomeros de la especie activa parcialmente glucosilada WT-38 (0,04 pM) con el
dimero de la mutame TEIM-A270 (396 uM) que sblo posee capacidad aceptora
{Esquema 1E), se observd que ocumrian simultineamente incorporacion intra ¢
intersubumdad (Figura 1.5, carril 2). La glucosilacion intrasubunidad de la especie WT-
38 en el heterodimere fue ligeramente inhibida por la subunidad TE2M-A2T0. si se la
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compara con la incorporacion observada cuando se encuentra como mondomero (Figura
[.5. carril 3). De manera similar, una leve inhibicion de la glucosilacion intrasubunidad
de WT-38 se produjo cuando se la hace formar heterodimeros con la doble mutante
DI595Y 194 F-A270 (Figura 1.5, carmil 4). Por otro lado, cusndo la especie activa no
glucosilada apo-A2Z70 fue sometida a la dimenzacidn con la doble mutante
D595/ 194 F-AZ70 (Esquema 1C), su autoglucosilacion se vio fuertemente inhibida

{Figura 1.5, carriles § v @),

Figura 1.5: Electroforesis en gel dé poliacrilamida en ¢l que s demuesim que en el proceso de
autoglucosilackin conviven ambos mecanismos, intm- ¢ intersabunidad. La especies monoméricas (0,04
p¥) WT=36 {corriles 2 0 41 v apo=A270 (camiles 5 y 6) fueron sometidas a [YCl-auglucosilacidn antes
[camiles 3 v 5) o despues de ser mezcladas v equilibradas con dimeros (3,96 b ) de TE2M-AXT0 (carrl
21 v DASASY 194F-A270 (carviles 4 v 6). Luege, alicuotas fueron sometldas a SDS-PAGE v posterbos
autagridieprafia. En e panel superior =& muestra la tncidn con azul de Coeomassle, donde se marca
peso molecular comrespondiente a los estdndares sembeades en e carrll 1. En el panel Inferior se nusesra
la gutorrediografia correspandlee, en la que se marca el peso molecular de las especies de glucogening
utilizaclas.

Con el proposite de cuantificar ¢l grado de inhibicion observade en la reaccion
intrusubunidad en el dimero de glucogeninag durante la incorporacion de los primeros
residuos de glucosa, se midid la autoglucosilacion especifica de 0.04 pM apo-A270
antes ¥ después de formar un heterodimero con la doble mutante D1595/Y 194F-A270
{3.9%6 pM). De manera andloga, se cuantifict ¢l efecto en la capacidad de glucosilacidn
intrasubunidad de una especie que se encuentra parcialmente glucosilada (WT-A270).

La Figura 1.6 muestra que la EMAE de la especie no glucosilada apo-A2710 en su forma
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monomérica, =¢ ve reducida -5 veces cuando se encuentra formando el heterodimero.
Por otra parte, la EMAE de la especie parcialmente glucosilada WT-A270 fue solo
ligeramente inhibida bajo la forma de subunidad del heterodimero, como ya se podia

apreciar anteriormente en la Figura 1.5, ensayo donde se utilizd la especie WT-38.
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Figura 1.6: Awoglucosiaciin inrasubunidad en heerodimens formados emre fa doble mucamse
D595 Y 194F-A2T0 v las espeches achivas apo-A270 § WT-A2Z70 Se mkdio la incorporacion de [YC]-
glicosa en mondmens (0 M) de apo-A370 v WT-AZTH antes (harras negras) o despuis (harras
hiancas) de ser mezcladas v equilibradas con dimeres (3% wb) de la doble mutame D595 194F -
AT

1.3.2.3 — Control estructural de las mutantes de glucogenina

Con ¢l objetivo de corroborar que las mutaciones introducidas en apo-A270 no
afectaron o su estructura tridimensional, se obtuvieron las estructuras de las mutantes
YIMF-A2T0 v DISOSY I MF-AZTO por cristalografia de ravos X, que mosiraron unsd
gran similitud estructural global con respecto a la estructura correspondiente a la enzima
de tipo salvaje apo-A2 T, con un RMSD pars los atomos de ln cadena principal de 0.22
y 0.31 A. respectivamenta. Los cristales de las mutanies Y 194F-A270 y D15957Y 194F-
A270 pemtenecen al grupo espacial 1222, con una subunidad en la unidad asimétrica. La
superposicion de estas estruciuras con la estructura indimensional de TE2ZM-AZTD (93]

resalta la similitud enire las mismas, a pesar de la pérdida de actividad (Figura 1.7).
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Figora 1.7: Superposicion de ks estroctoras crissalografices de Y1 54F-A270 (verde], THZM-AZTH
(rofed) v DISO5Y 194F-A270 (parpura). En ol sitin de unidgn de cada subunidad s representa ef LIDP-

glucosa y el idn Mn2+,

A continuacion se presenta una tabla con las estadisticas del andlisis de los conjuntos

de datos de difraccion seleccionados para la resolucion de las estrocturas de Y 194F-

A270 v DI S9S/Y | MF-A270.

Sed de dates ¥ 194F-AZT0 DI585Y 194F -A270

iGrupa espacial [xaz 1x22

a(A) 54,28 56,53

A 103,37 105,64

c (A) 119,63 120,06 :
Rango de reselucion [A) 253, 77=-2.10{2,21-2,10) 25, 72-2 40 (3,53-2,40)
Reflexiones ohservadas A5692 SGGIE

Reflexlones Independiemes 214849 14436

Rimerge (%) 6.8 (29,5) 6,9 (39,7)

I’ B8 {26) 6 (1,9)
Exhaustividad 99.9 (99,9) LoD (100 0]
Relinamienta

Reflexiones en el refinomiento 201342 13710

Reryst, (%)° 19,62 121,20

Riree (%) (ser de prueha 5%)" 23,94 25,92

RMSD sobre longind de enlace (4] 0,005 0,011

RM S0 sobre dngulos de endace (*) 1,178 1,307

Tahla 1.1; Estadisticas de los datos abtensdos v del reflinamiento del modelo. Los valores emre
paréntesis se relieren a las capeas e mas alta resolociin

‘Rmerge = ZRLI L Bih - <The | ERD) <l&> donde < 1h> ex La interesdsd promedic de L | obeervaciones de b reflexion h

"Forvsd = || Fobs | - | Peale [/ | Fobs | Donde | Fole | v | Feale | 2on e ampliudes de bes faciones de sstiruciuras observados v
calculados, respectivaimense, La sumitoris inchoe oy e reflexiones ubliza®as ool cefinamsmo

‘Ffeee = T || Fobs |- | Foale ||/ E ] Foba | Misma Semuile que ea Beees, pene el cilouls g hale pare un conjusss de dasay
elpEsdon & akar, que reperserRan i 5% o o8 danos de dilraccde quienn Reeeon mi luids #n o refinasng
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1.3.2.4 — Control de la formaciton de heterodimeras

Para verificar fa formacion de los heterodimeros se utilizd la cromatografia de
exelusion molecular (Figura 1.8), va que se conoce el perfil de elucion que presentan las
formas monomérica y dimérnca de glocogening en este tipo de ensavo (21). Coando se
mezeld plucogenina monomeérica apo-A270 0.1 pM. marcada parcialmente por "C-
autoglucosilacion, con fa doble mutante D395 194F-AZ70 dimérica 20 pM, v se
eluyd n través de una columna de exclusion molecular Superdex 75, se observd un
desplazamientoy absolulo de la marca radivactiva recuperada, hacia un volumen de
elucion inferior (correspondiente a la elucidn de glucogenina dimérica). Un cambio
similar en el perfil de elucion fue detectado cuando se hicieron mezclas entre apo-A270
0.0 uM v las proteings mutantes Y [94F-A2T0 o TE2M-A2T0 en una concentracion 20
uM (Figura 1.8). Este resultado es consistente con la conversidn de la glucogenina
marcada con "C-glucosa desde un estado monomérico hacia la formacion de un
heterodimero, con cualquiera de las especies mutantes con las que se la ha combinado.
Para corroborar que el cambio en el perfil de elucidn de apo-A270 es debido a la
gspecificidad de la formacion de heterodimeros, se hizo una mezcla de la misma
proporcidn de glucegenina monomérica "*C-glucosilada v albimina, que no produjo

ningian cambio en la elucién de la enzima marcada (Figura 1.8).
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Figura 1.B: Conrrol de formacidn de heterodimenos por cromatografia de exclusion molecular,
Glucopgening en sy estade monomérics fud sometida a auioglucosilacion con UDP-["*Cl-glucosa, ¥ se
semnbri on la celumna Superdes-75 antes (-o-) o después de ser mezclada con dieseros (20 pM) de
TAZM-AZTY (-8-], ¥ 194F-A270 (- & -} D15955 194F-A370 (-8} o albiming (<& <). También se sembd
ghicogening dimerica {20pM; -O-) autoglucosilada con UDP-glucesa 10 pM durante 5 minutes.
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1.4 - DISCUSION

Los antecedentes demuestran que la glucogening puede autoglucosilarse tanto en su
forma monomeérica como dimérica, v por lo fante cualguiera de estos estados
oligoméricos son potenciales candidatos para dar inicio la biosintesis de nove del
glucogeno, En el caso del mondmero de glucogenina se habia descripto que podia
autoplugosilarse a través de un mecanismo intramolecular, aungue no se habia
determinado ¢l grado de elongacion maximoe gue podria alcanzar la cadena de glucosas
en estas condiciones, Por otro lado. se habia comprobado que el dimero de glucogening
era capaz de sintetizar un oligoglecane de hasta 12 unidades de glucosa, pero no habia
sido demostrado que esto ocurriera exclusivamente por mecanismo de glucosilacion
intersubunidad, como fuera propuesto. Por lo tanto, en este irabajo se determind la
extensidn maxima de autoglucosilacion especifica (EMAE) del mondmero y el dimero
de glucogenina, y se cuantificd de manera individual la participacién que pudiesen tener
los mecanismos inter- ¢ intrasubunidad en la glucogenina dimérica.

El valor de la EMAE producida por el mondmers de glucopenina fue de 133 + 1.9
unidades de glucosa, muy semejante a la EMAE de 12,5 £ 1.4 unidades de glucoesa
obtenida para el dimero. Este resultado pone de manifiesto la capacidad que tiene ¢
monomero de glucogening de llevar a cabo una autoglucopolimerizacion de la misma
magnitud que la encontrada en el dimero, colocando al monomero en un rol funcional
con capacidad de satisfacer la necesidad de la célula de contar con el sustrato necesario
para que la GBE v la GS puedan generar una nueva molécula de proteoglucogeno,
Ademnds, la gran similitud que presentan las cinéticas de awtoglucosilacion del
monémera v el dimero fortalecen dicha conclusidn (Figura 1.2-A). Por lo wanto, in vive

glucogeninag podria awtoglucosilarse v dar cominezo a la biosintesis de nove de

ar
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proteoglucdgenc, inmediatamente después de ser expresada, sin necesidad de alcanzar
la concentracion necesaria para formar un dimero,

Por otra parte, se analizd la capacidad de glucepolimerizacion en el dimero, a través
de los mecanismos intra e intersubunidad de manera independiente. Para lograr esto, se
utilizaron dos mutantes simples, YT194F-A270 y TE2ZM-A270, v la doble mutante
D395 194F-A270, todas inactivas para llevar a cabo el proceso de autoglucosilacion
por si mismas. Se verificd mediante eristalografia de rayos X que en cada una de las
mutantes la estructura tridimensional no se encontrase afectada por la sustitucion de los
diferentes aminodcidos (Figura 1.7). Asimismo, haciendo uso de la posibilidad de
identificar los diferentes estados oligoméricos de glucogenina a través cromatografia de
exclusidn molecular, se confirmd que cada una de las mutantes fuese capaz de formar
heterodimeros cuando se las mezclaba con la enzima sin modificar apo-A270 (Figura
1.8).

Como se puede apreciar en la Figura | .4, la medicién de autoglucosilacian especifica
por mecanismo  intersubenidad en funcién del tiempo, referente a heteredimeros
formados con las mutantes Y 19%4F-A270 v TEZM-A270 (Esquema | B). arroja dos datos
importantes. Primero, en la Figura 1.4-A se pone en evidencia el dinamismo con que se
intercambian las subunidades en el heterodimern, procese que bien podria ocurrir de la
misma manera durante la incorporacion de las primeras unidades de glucoss en un
homodimero de la especie salvaje de glucogenina. Segundo, v posiblemente
consecuencia de dicho dinamismo, la Figura 1.4-B revela la incapacidad del mecanismo
intersubunidad para reproducir tame la velocidad de incorporacidn, como la longitud
maxima de glucopolimerizacion que se observa en ¢l homodimero de glucogenina de la
especie salvaje. Comao la velocidad de incorporaciin disminuye a medida que aumenta
la longitud del oligoglucane unide a glucogenina (Figura 1.2-A), lo que probablemente
ocurre en ¢l heterodimero es que se llega a un punto en donde la velocidad de
glucopolimerizacion intersubunidad se vuelve ian baja, que resulta ser menor a la
velocidad con que se produce el intercambio entre las subunidades, La mezcla de las
mutantes Y19F-A2Z70 v T82M-A270 a concentracidn 0.04 pM (ambas en estado
monomérico) no mostro incorporacion alguna (Fig. 1.4-B). Este resultado apoya la
presencia de monomeros estables a las concentraciones submicromaolares en las que se
midié la EMAE, sin la formacion detectable de dimeros transitorios auoglucosilables,

siendo por lo tanto un nuevo dato que fortalece el concepio del mondmero de
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glucogenina  valiéndose de un  mecanismo  intramolecular de  reaccidn  pard
autoglucosilarse.

En el intento de demostrar la posibilidad de que la reaccién intramonomérica tuvicse
lugar cuande |a glucogenina se encuentra formando dimeros (Esquema 1C), se llevd a
cabo la heterodimerizacion de las especies activas apo-A270 v WT-28 con la doble
mutante mactiva D1395/Y 194F-A270. Se encontrd que la reaccion intrasubunidad se ve
fuertemente disminuida cuando se trata de la incorporacion de las primeras glucosas
{Figura 1.6}, pero que solo afecta ligeramente la elongacion de una cadena va formada
{Figura 1.6). La determinacion del grado de autoglucosilacion mostnd que las EMAE de
las formas monoméricas WT-A270 v apo-A270 se redujeron en un 16 y 84 %,
respectivamente, después de formar heterodimeros con la doble mutante D1 5987Y 1 94F-
A270 (Figura 1.6). La pequeda disminucion en ¢l valor de EMAE obtenido para WT-
A270 luego de heterodimerizar, podria deberse a que, si bien |a expresion de la proteina
recombinante en la cepa £ coli Rosetta (DE3) produce una especie parcialmente
glucosilada, también existe una poblacién de enzima sin glucosilar (41). Sepin los
resultados presentados, esa poblacion no podria glucosilarse una vez formado el
heterodimero, dando asi la ligera diferencia observada. Por otra parte, el bajo nivel de
incorporacion encontrads cuando apo-A270 forma dimeros con la doble mutante
D1595/Y 194F-A270. podria explicarse ieniendo en cuenia que en solucion, ¢l dimero se
encuentra en equilibrio con una poblacién de mondmero, que es menor a medida que la
concentracion total se aleja del valor de la constante de disociacion. Asi, la especic
activa apo-A2T0 que se encuenira formando heterodimeros transitaria en alglin
maomento por su estado monomérico, permitiendo gue algan residuo de glucosa sea
incorporado. En conclusion, el andlisis de estos resuliados indican que en el dimero la
autoglucosilacion intrasubunidad no seria capaz de iniciar la glucopolimerizacion de la
tirosina-194, pero si tiene la facultad de completar la elongacion de la cadena de
oligoglucano después de que la tirosina ha adquirido algunas unidades de glucosa (por
ejemplo a través de glucosilacién intersubunidad). Una posible interpretacion de este
fendmeno, es que una vez formado el dimero podrian generarse restricciones
estructurales en cuanto a los movimientos permitidos de la proteina, afectando el acceso
que tiene la tirosing hacia ¢l UDP-glucosa ubicado en el centro de reaccion de la misma
subunidad, pero no hacia el correspondiente de la otra subunidad, derivando en la
imposibilidad del dimero de adquirir las primeras unidades de glueosa mediante un

mecanismo de autoglucosilacion intrasubunidad,
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El examen de la estructura cristalina de la glucogenina (55, 89) muestra que el grupo
hidroxile de la tirosina-194 se encuentra a una distancia de 12 a 15 A del UDP-glucosa
unido a cualquiera de los sitios activos, dependiendo de la orientacion de la cadena
lateral. En virtlud de estas grandes distancias, parece imposible que la primera
incorperacion tenga lugar. a menos que ocurra un cambio conformacional que acerque a
|la tirosina hacia el sitio activo. El hecho de gue las hélices @ que contienen los residuos
de tirosina-194 se encuentren intimamente relacionadas con la superficie de contacto
entre las subunidades (35}, fortalece la hipdtesis de que la restriccidn planteada se
genere como consecuencia de la dimerizacion de la enzima. Una vez que se han
incorporado 2 o 3 unidades de glucosa, quedaria superado el obstaculo que impone la
distancia que separa al sustrato aceptor de cualquiera de los centros reactivos, v por lo
tanto el cambio conformacional ya no es requerido. Entonces, una vez gque la
glucogenina se encuentra parcialmente glucosilada por la reaccidn intersubunidad, e
oligoglucane unido 2 la tirosina se vuelve accesible para ser glucosilado a través de la
reaccion intrasubunidad.

Los resultados presentados revelan gque el mecanismo de autoglucosilacién
mtramonomero de la glucogenina no silo es eficiente para producir la méxima
elongacién del oligoglecano sino que es necesario para que dicha elongacion méxima
pueda también ser alcanzada en el dimere. En este case, ambos mecanismos (intra- €
intersubunidad) necesitan actuar acoplados para lograr la elongacion maxima del
oligoghucano. Ciernamente el mecanismo intrasubunidad es imprescindible para que la
glucogenina monomérica logre autoglucosilarse, pero la evidencia de que mediante este
camino pueda adquirir la méxima glucopolimerizacién reportada, ubica al monomero

como protagonista incledible en la biosintesis de novo de proteoglucogeno.
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L5 - PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

1.5.1 - Materiales
Medio de cultivo LB:
Medio de cultivo LB-amp:
Medio de cultlvo LB-apar:
Medio de cultivo LB-agar-amp:
SB 3X:

Solucidn de azul de Coomassie;

Salecion desteniidara;
Buffer A:

Buffer B:

Triptona 10 g/L., extracto de levadura 5 g/L,
NaCl5 g/L.
medio LB con ampicilina 0,1 g/L.
medio LB con agar 15 g/L.
medio LE-agar con ampicilina 0,1 g/L.
buffer Tris-HC1 150 mM (pH 6,8), SDS 4,5 %,
glicerol 30 %, B-mercaptoetanol 9 % y azul de
bromofencl 0,01 %,

Etanol 25 %, acido acético 5 %, Coomassle
Britlant Blue R 0,25 %.
Etanol 25 %, acido acético 5 %.
buffer Tris-HC] 20 mM (pH 7.,5), NaCl 0,5 M,
Imidazol 10 mM.
buffer Tris-HC] 20 mM (pH 7,5), NaCl 0,5 M,
Imidazol 500 mM.

Solucidn de centellea liquido Optiphase Hi%afe 3 (Perkin-Elmer),
Cepa de Escherichia coli Rosetta (DE3) (Novagen).

Vector pET15b (Novagen).

La cepa de Escherichio coli CGSC 4997, cepa que carece de actividad de UDP-

glucosa pirofosforilasa (por lo 1amo incapaz de producir UDP-glucosa), se

obtuvo del “E. coli Genetic Stock Center of the Department of Molecular,

Cellular, and Developmental Biclogy at Yale University™.
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. El clon de glucogenina de misculo de conejo de fue cedido por el doctor P, 1.
Roach (Facultad de Medicina de la Universidad de Indiana).
. UDP-["*C]-glucosa (320 mCi/mmaol) (Instituto de Investigaciones Bioguimicas

Fundacion Leloir, Buenos Aires, Argentina).

. Columnas de afinidad HisTrap FF, v de exclusion molecular Superdex 75
{General Electric Healthcare).

. Excepto donde se indica, todos los demas reactivos fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich.

1.5.2 - Glucogeninas mutantes y de tipo salvaje utilizadas

En este trabajo de tesis se emplearon tres versiones de la glucogenina de conejo de
tipo salvaje, la especie de 38 kDa parcialmenie glucosilada (WT-38), v las especies
truncadas en el residua 270 no glucosilada (apo-A270) v parcialmente glucosilada (WT-
A270). La interrupeion de la seceencla de glucogenina en el residuo 270 da lugar a una
prateina de 31 kDa mas estable, sin pérdida de actividad (51, 90). Tamhbién se utilizaron
las siguientes mutantes inactivas para la autoglucosilacion: la mutante simple Y 194F-
A270 gque carece de capacidad aceptora, la doble mutante D1595/Y194F-A270 que
carece tanto de la acdvidad glucosilante como de capacidad aceptora, v la mutante
TH2M-A270. La mutacién TB2ZM ha sido descripta como causante de una enfermedad
humana provocada por una deficiencia en la actividad de glucogenina, lo que la hace
incapaz de generar sustrato inicial que da comienzo a la biosintesls de nowvo de
proteoglucdgens (92). Recientemente se determingd que la mutante recombinante TH2M-
A270 carece de actividad autoglucosilante, transglucosilante ¢ hidrolizante de UDP-
glucosa, ¥y que muestra una estructura tridimensional similar a la de apo-A270 (93).
También ha sido demostrado que la sustitucion del aminoacido Tirosina-194 por
Fenilalanina elimina su capacidad de actuar como sustrato aceptor, ¥ gue el reemplazo
del Aspdrtico-159 por Serina elimina su actividad autoglucosilante (90}, sin afectarse en

esta dltima la estructura tridimensional (51,

dl
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1.5.3 - Expresiin y purificacién de glucogeninas

En nuestro laboratorio ya se contaba con la construccion necesaria para la expresidn
de la forma truncada en el residuo 270 de la glucogenina de conejo, preparada como se
ha descripto anterlormente (91). El eDNA se encuentra inserio en el vector pET15b
(Figura 1.9}, proximo a una secuencla que codifica para 6 residuos de Histidina que
guedan unidas al extremo amino terminal de la proteina recombinanie, v permiten su
posterior purificacidn. El plasmido resultante (pET15b-RGN3L) se utilizo como molde
para generar todas las mutantes por mutagénesis sitie dirigida, wilizando el kit
QuikChange (Stratagene). Para la sustitucion de los diferentes aminodcidos en la
generacion de las mutantes se disefiaron los siguientes oligonucledtidos, denotando los

codones originales en verde y los cambios en mjo:

Y19d4F-AzT0
Sacuencin original [directa) B GLATTICTATATACTCCTACCTCCL 3
Nirecin SLCATTICTATATTCTCCTACCTCOC 3
Heversa 5 GGGAGGTAGGAGAATATAGAAATGE T
D1595-AF70
Secuencia ariginal [directa) 5 GCAAGGCAGTTTTEATGGIGGGGALCAGLG ¥
Direczo 5 GUAAGLCAGTITTAGOGGTOLGOACCAGGG ¥
Reverss S COCTLLGTOCCCACCGCTAAAACTGCCTTIGE 3
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Figura 1.%: el plismido pET15b tene la regidn prometora ded fago T7, ¥ el gen que codifica para el
represor lac L Ademds confiere resistencia al antibiolico ampiciling que permite la seleccidn de las

becterias qu lo contieman.

Para producir la doble mutante D1535/Y194F-A270 se wtilizo como molde el
plésmido que contiene la mutacidn D1588-A270 con los primers para Y194F-A270. El

protocolo utilizado en la PCR para la mutagénesis sitlo dirigida fue el siguiente:

i Dresnaturalizacion inlclal del ADN:
4 Desnaturalizacion del AND:

3. Hibridacitn da lns olipenucledebdos:
4, Extension de |a cadena de ADN!

Q50 dieanle ) i,
95" O durante 30 segumdos,
55° L durante | mimmio
BHY  duriome 14 inunos,
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Se hicleron 18 ciclos entre las etapas 2 v 4, y se utilizd la ADN polimerasa Pfir. En
todos los casos, una alicuota del producto de PCR se incubd con la enzima Dpn I para
eliminar el ADN metilado (secuencia molde, proveniente de la bacteria), que luego se
empled para transformar celulas de la cepa XL1Blee de E. coli para aumentar la
cantidad de plismido, que luego fue purificada. Como se observa en la Figura 1.9 el
plismido pET15b posee un promotor reconocido por la ARN polimerasa T7. Por esto,
ara la preparacian de la especie muncada no glucosilada (apo-A270) el plasmido
pET15b-RGN31 se transformd en la cepa de E. coli CGSC 4997, previamente
lisogenizada para la Incorporacion sitlo especifica del gen que codifica para la ARN
palimerasa T7, utilizando para ello el kit de lisogenizacion ADE3 (Novagen). Para la
abtencidn de la especie glucosilada WT-A270 y las mutantes se repitio el procedimiento
con el plismido correspondiente empleando la cepa de E. coli Rosetta (DE3). Las
transformaciones se llevaron cabo apregando 5 ng del plismido correspondiente a 100
pl de bacterias competentes. Primero se incubd la mezcla durante 30 minutos en hielo, a
continuacion se la llevd a 42°C durante 70 segundos, e inmediatamente después se la
colocd nuevamente en hielo durante 5 minutos. Luego se le agregaron 200 pl de medio
LB v se la incubo por 1 hora a 37°C. Por ultimo se plaguearon las bacterias
transfarmadas en capsulas de petri con medio LB-agar que fueron incubadas a 37°C
durante 18 horas.

Para la obtencidn de las proteinas tipicamente, se cultivd 1 litro de medio LB a 37°C
hasta alcanzar una OD de 0,8 -1,0 para luego inducir la expresion de la enzima
recombinante con IPTG csp 0,15 mM, e incubando a 20° C durane 18 horas. Las
células se recogieron por centrifugacion a 3500 x g durante 1D minutos, se
resuspendieron en buffer A, y se lisaron utilizando el dispositivoe EmulsiFlex-C3
{Avestin, Inc., Ottawa, Canadd). Para la purificacion de las glucogeninas-HisGtag, el
lisado fue centrifugado a 10000 x g, v se pasd el sobrenadante a un flujo de 1 ml/min a
traves de una columna de afinidad HisTrap FF (1 ml), previamente equilibrada en buffer
A. Luego de la siembra se conectd la columna al equipo AKTA Purifier (GE
Healtheare), v se la laveé con buffer A hasta obtener un registro de absorbancia a 280 nm
estable. Las proteinas se eluyeron haciendo un gradiente de 20 mi entre el buffer A ¥
buffer B, recolectando alicuotas de 1 ml. Se analizaron las fracciones por SDS-PAGE
discontinuo con 15% de acrilamida en el gel separador y 3% en el gel concentradar,
seglin el métoda descripto por Laemmli {95), utllizando ¢l equipe Miniprotean 111 Dual
Slab Cell Electrophoresis Svstem (BioRad) para la preparacion de los geles. Para
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realizar la cormida se agregd a cada muestra 5B 3X (csp 1X) ¥ luego se las calentd a
100" C durante 3 minutos, La electroforesis se realizo a 200 V durante 50 minutos. Para
la visnallzacidn de las promeinas se sumergieron los geles en una solucion de azul de
Coomasie durante 30 minotos, ¥ luego se realizaron sucesivos lavados con solucidn
destefiidora. La identificacion a partir de la estimacién de sus pesos moleculares se hizo
posible mediante el uso de proteinas estandar. A partir del analisis del SDS-PAGE se
selecrionaron v juntaron aguellas fracciones que contenian silo la enzima recombinante
de interés, las que fueron concentradas v desaladas utilizando unidades de filtracion
para centrifuga Amicon Ultra-4 y Ultra-15 con un limite de peso molecular nominal de
10,000 Da, & 1500 x g v buffer Tris-HCI 20 mM (pH 7,53) conteniendo sacarosa 0,24 M.

Finalmente s¢ almacenaron a -207 C,

1.5.4 - Cristalizacidn v determinacion de estructuras tridimensionales

Las mutantes de glucogenina Y194F-A270 y DI1595/Y194F-A270 en una
concentracion de 10 mg/ml se emplearon para obtener cristales en presencia de PEG
monometiléter 5000 12%, MES 0,1 M (pH 6,5), v sulfato de amonio 0,2 M utilizando el
método de difusion de vapor en gota colgante a 4° C, como se describio previamente
(51). Previo a las mediclones de difraccidn los eristales fueron sumergidos en una
solucién cricproteciora que contenia 70 % de la solucidn de cristalizacidn v 30 % de
gliceral, e inmediatamente congelados en nitrdgeno liquido. Los datos de difraccién
fueron medidos en la linea de cristalografia de proteinas DO3B-MX]1 (longimd de onda
1.430 A) del Laboratorio Nacional de Luz Sincrowén (LNLS, Campinas, Brasil) a 100
K usando un detector CCD Marresearch, Los datos fueron procesados v escalados
utilizando los programas MOSFLM (96) v Scala (97). El subsecuente andlisis de los
datos cristalograficos fue realizado utilizando el paguete de programas CCP4 (98). Las
estadisticas de los datos de difraccion del conjunto de datos seleccionado se resumen en
la Tabla 1.1. Dado que los cristales de ambas mutantes de glucogenina son isomorfos
con respecto a los de la proteina sin modificar, se utilizd la estmictura refinada de apo-
A270 (sin moléculas de solvente) (93) como modelo de partida para el refinamiento de
las estructuras de Y 194F-A270 v D1595/Y 194F-A270, usando el programa REFMACS
{99). Después de ubicar las cadenas laterales de los aminoacidos Ser-159 v Phe-194, los
modelos fueron sometidos a sucesivos ciclos del refinamiento, alternados con

inspeccidon manoal y la construccidn del modelo con los programas de REFMACS v
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Coot (100). En las etapas finales de refinamiento se afadieron moléculas de solvente a

los madelos, basandose en el andlisis de los mapas de densidad electronica.

1.5.5 - Ensayos de antoglucosilacion

Los ensayos de autoglucosilacidn de glucogenina en su forma monomérica (0,04
M), dimeérica (4 pM) v de los distintos heterodimeros con las mutantes, obtenidos
coma se detalla en cada caso, se llevaron a cabo incubando la cantidad correspondlente
de proteina con 320 pM de UDP-{*"'C]-glucosa (20 mCi/mmol) en presencia de 0,1 M
MES (pH 7.0), 5 mM MnS0: y BSA 1 mg/ml a 30° C, en un volumen final de 10 pl
para el dimero y 100 pl para el mondmero y los heterodimerns. A menos que se indique
lo contrario, el tiempo de incubacidn fue de 60 mimuwos. Como se describiera
antericrmente (101), la cantidad de [“C]-glucosa incorporada se cuantificd mediante la
precipitacion de la proteina con 200 pl de una solucion fria de TCA/PTA 5%/0,5%
después de la adicidn de 6 pl de albimina sérica bovina 10%. La mezcla se enfrid en
hielo durante 5 minutos y se centrifugé a 13.000 xg durante 5 minutos a 4" C. El
precipitado se lavd dos veces, por centrifugacidn y resuspensidn por sonicacidn
(Sonifier B12, Branson Sonic Power Company) en 0.4 ml de la misma solucion de
TCA/PTA. Luego, el precipitado se solubilizd por sonicacién en 0,2 ml de SDS 20% y
20 pl de Tris 0,1 M. Luego se mezclo con 1 ml de solucidn de centelleo y se midid la
radiactividad incorporada en un contador de centelleo liquido (RackBeta modelo 1214,
Pharmacia) para determinar la cantidad de [“C]-glucosa unida covalentemente a la
glucogenina. A menos que se indique lo contrario, los resultados representan el valor
promedio de tres experimentos independientes, v las barras de error muestran la

desviacion estandar,

L.5.6 - Cromatografia de Exclusion Molecular

La cromatografia de filtracién en gel se llevo a cabo en una columna Superdex 75
{24 ml) como se ha descrito previamente {91) equilibrada en buffer fosfaio 0.1 M (pH
74) v 0,1 M de NaCl. La columna se calibrd utilizando come marcadores de peso
maolecular azul de dexmano (para determinar el volumen vacio), albimina de sérica

bovina (67 kDa), ovoalbimina (43 kDa), anhidrasa carbanica (29 kDa) v quimotripsina

47



Capliedo 1: Mecanfamed de auoglurasiiocian de fa glucogeniad

(25 kDa). La especie apo-A270 a una concentracién monomérica de 0,1 pM se sometld
a autoglucosilacidn incubando con 10 pM UDP-[*C]-glucosa en buffer MES 0,1 M y
Mnz504 5 mM durante 5 minutos, v se sembrd en la columna antes, o después de
mezclar y equilibrar durante 20 minutos con albiming o con las mutantes TAZM-A270,
Y 194F-A270 y D15957Y 194F-A270 a una concentracidn de 20 pM. También se sembro
una muestra del dimero de apo-A270 a una concentracion de 20 pM, previamente MC-
autoglucosilada en las mismas condiciones descriptas més arriba. La columna se hizo
funcionar con un flujo de 0,5 ml/min y se recogieron fracciones de 0,2 ml. A cada
fraccion se agregd 1 ml de solucidn de centelleo v se midié la radiactividad incorporada

como se ha descripto en el apartado anterior.

1.5.7 - Autorradiografias

El mondmero de glucogenina y los heterodimeros con las distintas mutantes fueron
autoglucosilados utilizando coma sustrato dador UDP-["C]-glucosa, como se describic
anteriormente. Luego las muestras se corrieron en SDS-PAGE con 12% de acrilamida
en le gel separador y 3% en le gel concentrador, siguiendo la misma metodologia del
apartado 1.4.3. Posteriormente los geles se tifieron con azul de Coomassie y se secaron
durante 1 hora a B0°C en secador de geles BioRad (modelo 583). Posteriormente fueron
expuestos duranie 4 dias a una placa de imagen FUNFLM, que acumula y almacena la
energia radinactiva emitida. Finalmente se obmvo la imagen que reveld la existencia de

sefiales radiactivas en un analizador de imagenes fluorescentes FLA-3000 (FUITFILM).

1.5.8 - Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas con ionizacién por electrospray (MS-ESI) se llevd a
cabo en un espectrometro Micromass -TOF (Waters, Milford, Massachuseits) en el
Laboratorio de Recursos Biotecnologicos W.M. Keck de la Universidad de Yale. Se
analizaron dos muestras, una sin autoglucosilar v otra en su grado médximo de
aumoglucosilacidn. Las muestras se prepararon con apo-A270 4,0 pM (320 pmoles) sin o
con la presencia de 320 pM UDP-glucosa, en 0,1 M MES v 5 mM MnS0y, incubando a
30° C durante 60 minutos, Ambas muestras 5e precipitaron v lavaron dos veces con

acetona fria. Para la inveccidn de las muestras en el espectrometro de masas, el material
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seo s resuspendio en 10 pl de una solucién compuesta por acetonitrilo 60% y dcido

férmico 0,1%.
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CAPITULOD 2

CARACTERIZACION DE LA ENZIMA RAMIFICANTE DEL
GLUCOGENO HUMANA
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2.1 - INTRODUCCION

La deficiencia en actividad de la enzima ramificante humana (HBE) es causante de
una afeccion llamada Glucogenosis tipo IV (GSD-1V, por sus siglas en inglés de
Glycogen Storage Disease type IV), o enfermedad de Andersen (83). G5D-IV es una
enfermedad autosomal recesiva, que presenta acumulacidn de glocdgeno pobremente
ramificado v con cadenas externas mas largas, que lleva a la formacidn de un
polisacdrido con estructura similar a la amilopectina (razon por la coal también se la
denomina “amilopectinosis”). Clinicamente es un trastomo muy variable v con una
notable heterogeneidad, presentandose comunmente con cirrosis progresiva en los
primeros 18 meses de vida, hepatoesplenomegalia v falla en el desarrollo, conducienda
generalmente a la muene antes de los 5 afios de vida (84,85). También se han reportado
casos en los gque se ha detectado una forma neuromuscular de la enfermedad,
manifestandose con diferentes grados de severidad, gue puede ir desde hipotonia y
atrofia muscular severas e implicancias neuronales que pueden llevar a la muerte en el
periodo neonatal (B6), hasta miopatia y cardiopatia en jovenes (B7), o disfunciones en el
sistema nervioso central v periférico con acimulo de cuerpos poliglucosanos en el
sistema nervioso en adultos (87).

Por otra parte, la actividad de HBE en su estado nativo podria estar regulada por
madificaciones post-traduccion como acetilacion y fosforilacion, En un reparte donde
se realizo un acetiloma en tres lineas celulares tumorales (Jurkat, AS45 v MV4-11) se
identificd a HBE como una de las 1750 proteinas que se encontraron acetiladas (102),
La modificacitn ocurriria sobre el aminoacido Lisina-86, cambiando drasticamente la
carga neta de la cadena lateral, lo cual afecta de diversas maneras la funcidn de algunas
proteinas {103, 104). La evidencia que sefiala que HBE puede ser fosforilada se obtuvo

en un estudio similar, en el que se realizd un fosfoproteama en tres lineas tumaorales
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{Jurkat, Karpas 299 vy SU-DHL-1). El aminodcido identificado como aceptor de esta
modificacion fue la Tirosina-173 (105). Hasta el momento no se ha publicado ningdn
estudio que confirme si alguna de esas modificaciones modula la actividad de HBE. Se
ha demostrado para otras enzimas involucradas en el metabolisma del glucogeno gue
sus actividades se ven repuladas por fosforilacidn vio acetilacidn, Un buen ejemplo lo
constituye la enzima fosforilasa de glucgeno, gue es activada’inactivada por
fosforilacion reversible (106, 107), mientras que la acetilacién la inactiva de dos
maneras, disminuyendo directamente su actividad vy promoviendo su defosforilacion
{108). Owro ejemplo es la glucogeno sintasa, cuya actividad catalitica se encuentra
regulada a traves de miltiples sitios de fosforilacian (109).

Hasta el momento ninguna enzima ramificante de pglucigeno (GBE) de mamifero ha
sido producida de manera recombinante. Sdlo existen reportes de esmudios bloquimicos
v hiofisicos en los que se utilizan GBEs recombinantes de origen bacteriano (110-114),
¥ otros realizados con enzimas de origen vegetal comao fa de maiz (115) o arroz (116),
denominadas en este caso enzimas ramificantes del almiddn (SBE), Consecuentemente,
silo se ha resuelto la estructura cristalina de 3 GBEs de origen bacteriano (80, 117, 118)
v una SBE de arroz (119, 120}, Muy recientemente, se ha depositado en la base de datos
de estructuras tridimensionales Protein Data Bank (hitp:/www rcsh.org!) la estructura
cristalina de la enzima ramificante del glucdgeno humana (PDB 11: 4BZY), aungue no
se ha publicado ningiin trabajo al respecto, posiblemente debido a que la resolucion v
los pardmetros estadisticos que dan cuenta de la calidad de la estructura no son muy
buenos,

Existen tres ensayos ampliamente utilizados para medir la actividad de enzimas
ramificantes de glucdgeno v almidén. Uno wtiliza el estimulo de la actividad de la
enzima glucdgeno fosforilasa. Esta enzima es conocida por su actividad en la
degradacion del glucdgeno, liberando glucosa-1-fosfato v utiizando para ello lones
fosfate. En presencla de un exceso de glucosa-1-fosfaio, el equilibrio se desplaza v la
enzima cataliza la reaccion inversa, incorporando glucosa en el extrema no reductor de
una cadena lineal preexistente, formando enlaces w-1.4. Por lo tanto s se incuba un
sustrato como la amilosa con la enzima ramificante, se generard una mayor cantidad de
extremos no reductores, aumentando asi la cantidad de sustratos aceptores sobre los que
la fostorilasa puede actuar (66). Otro ensayo consiste en el uso de la enzima isoamilasa,
que hidroliza enlaces o-1,6 y libera las cadenas gque en una etapa anterior fueron

transferidas por la enzima ramificante, generando nuevos extremos reductores. Luego se
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cuantifican las cadenas liberadas comparando el poder reducior del sustralo antes y
después de haber sido sometido a la accidn de estas dos enzimas (121, 122). El tercer
ensayo utiliza la propiedad que tienen los a-glucanos de formar un complejo coloreado
cuando se los mezcla con una solucion de 13T (123), El complejo formade tiene un pico
de absorbancia que depende de la longitud de la cadena del oligosacarido (124), que va
desde los 490 nm (cadenas de 12-14 glucosas) hasia los 645 nm (cadenas de mas de 550
glucosas). La amilosa forma un complejo de color azul intenso, la amilopectina uno
rojo-pirpura ¥ el glucdgens uno rojo-pardo. Cuando un glucano como amilosa o
amilopectina, es sometido a la acclén de la enzima ramificante, disminuye la longitd
de onda del pico de absorcion caracteristico del complejo con 1T, debido a la
disminucion de la longitud promedio de las cadenas. Este corrimiente de mdxima
ahsorbancia no es especifico de la accidn de la enzima ramificanie ya que una enzima
que hidroliza enlaces a-1,4 comao la g-amilasa, produce similar corrimiento debido a 1a
disminucién de la longitud promedio de las cadenas. Cuando el ensayo de enzima
ramificante de glucdgeno (o de almidén) es realizado wtilizando amilosa, la actividad se
determina monitoreando la disminucion de la absorbancia a 660 nm, mientras que si se

usa como sustrato amilopecting las mediciones se realizan a 530 nm (125).
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2.2 - OBJETIVOS

El objetivo perseguido en este capitulo fue intentar obtener la enzima ramificante de
glucdgeno humana (HBE) scluble y funcionalmente activa, para su estudio estructural,
bioquimico ¥ cinético. Para llevar a cabo esto, se planed expresar la enzima de manera
recombinante en células de insecto S9, wtilizando el sisterna baculovirus,

Para los estudios bicquimicos v cinéticos se se procurard adaplar la téenica de
electroforesis de carbohidratos asistida por fluordforo (FACE o PAGEFS; ref. 35), que
permita analizar el perfil del tamaiio de las cadenas transferidas por HBE.

También se realizardn ensayos destinados a analizar la posibilidad de que HBE
pueda otilizar la cadena lineal de glucosas unida covalenternente a glucogenina,
generada por autoglecosilacion, como sustrato para la introduccién de la primera

ramificacion del proteoglucogeno.
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2.3 - RESULTADOS

2.3.1 - Expresian y purificacion de la enzima ramificante de glucégeno humana
(HBE)

Para la produccion heterdloga de la enzima ramificante de glucogeno humana (HBE)
se utllizd el kit comercial Baculodirect™ (Invitrogen) para la expresidn de proteinas en
células de Insecto. El sistema hace uso de la tecnologia Gateway™ (126, 127) para la
introduccidn del gen de interés en el genoma viral, colocindole bajo el control del
promotor de la polihedring, una proteina que tiene altos niveles de expresion en estadios
muy avantados de infeccidn. Con el vins recombinante se infecta la linea celular 5£9
derivada de tejido de insecto (Spodoptera frugiperda), y la proteina de interés es
expresada durante el ciclo vital del baculovirus.

Se logro introducir con éxito el gen que codifica para HBE en el genoma viral
linealizado (noinfectivo), contigue a una secuencla de & histidinas (His6tag) ublcadas en
su extremo N-terminal. Esto produce la circularizacion del baculovirus, que luego es
rransfectado en las células 519, donde comienza por primera vez su ciclo de vida. El
stock viral se obtiene a partir del medio de cultivo resultante, centrifugado para eliminar
residnos solidos, y es almacenado a 4 °C. Posteriormente se realizan sucesivas
infecciones para amplificar el ttulo del virus, otilizando una alicuota del medio de
cultivo recuperado de una infeccion para infectar el siguiente cultivo celular fresco.
Drante estas etapas se realizaron pruebas de expresion de HBE en células 5f9 para
cada stock viral con el fin de determinar que el titulo fuese suficiente para la produccian
de la proteina a gran escala. Los ensayos fueron hechos en placas de poliestireno de &
pocillos, v por lo general en cada placa se analizaron dos cantidades diferentes de stock,
a tres tiempos post infeccicn. La presencia de HBE fue examinada por SD5-PAGE,
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Figura 2.4: Inmunodeteccién de HBE en un ensayo de inhibicién de proteélisis en células Sf9
infectadas con baculovirus recombinante durante 3 dias (carriles 1 a 5), 4 dias (carriles 6 a 10) y 5 dias
(carriles 11 a 15), utilizando Leupeptina en concentracion 6 pg/ml (carriles 2, 7 y 12), 12 pg/ml (carriles
3, 8 y 13), 24 pg/ml (carriles 4, 9 y 14) y 48 pg/ml (carriles 5, 10 y 15). En los carriles 1, 6 y 11 se
sembraron controles sin inhibidor. En cada carril se sembraron 15 pl de la fraccién soluble del lisado
celular. Para la visualizacion de las bandas se utilizé el anticuerpo anti-Hisstag.

La HBE se encuentra fusionada en su extremo amino terminal a una secuencia de 6
histidinas que permitio su purificaciéon por cromatografia de afinidad con metal
inmobilizado (IMAC) en la columna HisTrap FF, cargada con iones Ni?* (128). Para la
producir la HBE en cantidad conveniente se infectaron células Sf9, utilizando la
concentracion de stock viral suficiente para que se genere un pico en la expresién de
HBE a los 5 dias post infeccién. El volumen de sobrenadante conteniendo baculovirus
recombinante utilizado fue diferente dependiendo del stock viral empleado, variando
entre 0,03 y 0,05 ml/ml de medio de cultivo. De esta manera, para obtener una buena
cantidad de HBE, se infectaron no menos de 6 placas de 10 cm de didmetro conteniendo
5 x 108 células por placa. Pasados 5 dias de infeccion se lisaron las células y se purificé
HBE en la columna de afinidad, como se indica en los procedimientos experimentales.
Para la cromatografia de afinidad en la citada columna se empleé el equipo Akta
Purifier que permitié hacer un gradiente de concentracién de imidazol entre 10 mM y
250 mM, monitorear la elucién de proteinas a 280 nm, recolectando el eluato en
fracciones de 0,5 ml.

En la Figura 2.5 se muestra el cromatograma correspondiente a una purificacién de
HBE realizada a partir de la infeccién de 6 placas de 10 cm de células Sf9 (60 ml de

medio de cultivo). En el cromatograma pueden identificarse 2 picos de absorbancia
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correspondientes a material proteico eluido con diferentes concentraciones de imidazol.
La identidad del eluato fue examinada por SDS-PAGE, analizando alicuotas de 20 pl de
cada fraccion. En la Figura 2.6 se muestra el gel de poliacrilamida correspondiente al
analisis de las fracciones 5 a 18 del ensayo presentado en la Figura 2.5. Se reunieron las
fracciones 10 a 18, obteniendo un rendimiento aproximado de 0,8 mg de HBE/100 ml
de medio de cultivo. Una vez purificada, la enzima se mantuvo estructural y
funcionalmente estable al menos por 6 meses, almacenada a 4° C en buffer Tris-HCI 20

mM, conteniendo glicerol 10 %.
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Figura 2.5: Cromatograma de una purificacion de HBE en columna de afinidad HisTrap FF. Los
colores del registro corresponden a la absorbancia relativa medida a 280 nm (azul), el avance del
gradiente entre el buffer B y el buffer C (verde) y el nimero de la fraccion recolectada (rojo). En el eje de
las abscisas se representa el volumen de elucion, y en el de las ordenadas el valor de la absorbancia.
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Figura 2.6: SDS-PAGE con alicuotas de 20 pl de las fracciones 5 a 18 (carriles 2 a 15) de la elucién de
la Figura 2.5. En el carril 1 se sembrd una alicuota de estdndares proteicos pretefiidos. La visualizacién de
las bandas se realizé mediante tincién con azul de Coomassie.
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2.3.2 - Medicion de actividad a través del complejo amilosa-iodo

A continuacién se describen los resultados obtenidos al medir la actividad de HBE
expresada en células Sf9, utilizando la disminucion de la absorbancia del complejo
amilosa-iodo (125). Inicialmente se obtuvieron las curvas espectrales del complejo
amilosa-iodo, registradas entre 400 y 700 nm, luego de incubar la amilosa con HBE
durante diferentes tiempos, observandose tanto el corrimiento del pico de méaxima
absorbancia (Figura 2.7-A), como la disminucién de absorbancia a 660 nm en funcién
del tiempo de incubacién (Figura 2.7-B). Existe una amplia variedad de enzimas que
degradan oligoglucanos como la amilosa, disminuyendo asi la longitud promedio de sus
cadenas. En la Figura 2.8 se muestra la similitud que los resultados obtenidos con HBE
presentan con las curvas espectrales y la disminucién de la absorbancia a 660 nm en
funcién del tiempo, producidos al incubar amilosa con a-amilasa. Esta comparacién
pone de manifiesto el caracter inespecifico que posee la medicién de la actividad de
HBE a través de la absorbancia del complejo amilosa-iodo.

A medida que avanza el tiempo de reaccién, la longitud de onda correspondiente a la
absorbancia maxima va acercandose al valor caracteristico del complejo que forma el
reactivo de iodo con amilopectina (530 nm). Los valores de la longitud de onda
correspondientes a la absorbnacia méxima a 0, 2, 4, 10 y 30 minutos de incubado con
HBE fueron 618, 609, 600, 590 y 580 nm, respectivamente. Basado en datos
bibliograficos que relacionan el grado de polimerizacion de la cadena con la longitud de
onda de maxima absorbancia (124), en el experimento de la Figura 2.7-A se habria
producido el acortamiento de cadenas con una extension promedio no menor de 200
glucosas, alcanzando 55 glucosas en 30 minutos de incubacién. La disminucién de
absorbancia a 660 nm en funcién del tiempo fue lineal hasta los 10 minutos. Del valor
de la pendiente en la regresion lineal aplicada para los datos comprendidos entre 0 y 10
minutos, se obtuvo la disminucién de la absorbancia a 660 nm por minuto. La unidad de
actividad enzimatica es definida como la disminucién en una unidad de la absorbancia
por minuto a 660 nm y en condiciones de velocidad inicial (8 minutos de incubacion).
En el ensayo que se describe, la actividad medida fue 0,025 + 0,003 unidades y la
actividad especifica 31,295 + 3,445 unidades/mg de HBE.
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Figura 2.7: (A) Curvas espectrales del complejo que forma el reactivo de iodo con la amilosa (50 pg)
luego de ser incubada con HBE (0,8 pg) en un volumen final de 50 pl, durante los tiempos indicados.
Cada valor representa el promedio de 3 experimentos independientes, y las barras la desviacion estandar.
(B) Disminucion de la absorbancia a 660 nm, calculada tomando los valores de absorbancia presentados
en (A). En el extremo superior izquierdo se muestran los pardmetros de una regresion lineal realizada
sobre los datos comprendidos entre 0 y 10 minutos. En este caso la magnitud de las barras es el producto
de la aplicacién de propagacion de errores sobre la desviacién estdndar de los datos utilizados para
obtener el cambio en la absorbancia.
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La determinacion del rango lineal de actividad en funcion de la cantidad de enzima se
muestra en la Figura 2.9. Se ensayaron entre 2,5 y 40 pmoles de HBE, obteniéndose
linealidad hasta 12,5 pmoles. Si bien la cantidad mas baja de HBE a la que pudo ser
medida su actividad en las condiciones del ensayo fue 2,5 pmoles, el error asociado a
dicha medicién es muy grande (disminucion de absorbancia a 660 nm 0,0327 + 0,0271),
por lo que se tomdé como limite de cuantificacién la siguiente cantidad de HBE
analizada, o sea 5 pmoles (0,4 pg, tomando un peso molecular teérico de 80445,8 Da),
que genera una disminucién en la absorbancia de 0,103 + 0,020. Expresada la actividad
en unidades, el limite de cuantificacion fue de 0,0129 U, siguiendo una relacion lineal

hasta 0,0305 U, rango donde la actividad especifica de HBE es constante.
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Figura 2.9: Actividad de HBE sobre amilosa en funcién de la concentracion de enzima, medida a partir
de la desaparicion de sustrato.

En la Tabla 2.1 se presenta el valor la concentracién de HBE correspondiente a cada
cantidad analizada en la Figura 2.9, asi como el cédlculo de actividad especifica para

cada una.
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HBE (pg/ml) HBE (pmoles) HBE (x 10 mg) Actividad especifica (unidades/mg)
4 2.5 0,2 20,44 £ 16,93
8 5,0 0,4 32,17 £ 6,23
12 Z5 0,6 28,47 £+ 6,21
16 10,0 0,8 29,99 + 2,33
20 12,5 1,0 30,53 + 4,18
32 20,0 1,6 25,01 £ 1,04
64 40,0 3,2 17,25+ 0,44

Tabla 2.1: Calculo de la actividad especifica para cada punto del grafico de la Figura 2.9. Con
sombreado se denota el rango de concentraciones en el que se mantiene una linealidad entre la
disminucién de la absorbancia a 660 nm y la concentracién de HBE. La primera columna representa la
concentracion de HBE en la mezcla de reaccién (de 50 pl de volumen final), y serd de utilidad en anilisis
posteriores.

Se determinaron las condiciones 6ptimas de pH y temperatura (Figura 2.10),

obteniéndose un resultado muy similar a los reportados por otros autores en estudios

realizados con enzimas ramificantes de diferentes origenes, como Mycobacterium

tuberculosis, Escherichia coli, Synechocystis sp. y Bacillus stearothermophilus, (15-18).
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Figura 2.10: Actividad especifica de HBE medida a 30° C en funcién del pH (A) y a pH 7,5 en funcién
de la temperatura (B). La unidad de actividad representa una disminucion de 1.0 en absorbancia por
minuto. Las barras de error representan la desviacion estdndar de 3 medidas de absorbancia
independientes.

2.3.3 - Identificacion y cuantificacion de las ramas generadas en amilosa por la

HBE

Un método alternativo para la determinacién de la actividad de la HBE la

electroforesis de carbohidratos asistida por fluoréforo (FACE) mediante la que se

pueden identificar y cuantificar las ramas generadas por la enzima sobre amilosa. La
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derivatizacion de oligosacaridos con un fluoréforo, en este caso ANDS, necesita de los
extremos reductores libres con los que el fluoréforo forma una base de Schiff (ver en
Procedimientos Experimentales, Figura 2.22). Por lo tanto, luego de someter a la
amilosa a la accion de HBE, se liberaron las cadenas transferidas mediante el uso de la
enzima isoamilasa que hidroliza los enlaces a-1,6, las que fueron derivatizadas con
ANDS y analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida sin SDS. Inmediatamente
después de finalizada la corrida, el gel fue expuesto a una fuente UV-B (280-320 nm) y
se tomaron imagenes con una camara digital para identificar y cuantificar las bandas
fluorescentes correspondientes a las cadenas liberadas, como se describe en
Procedimientos Experimentales.

Con el fin de establecer las condiciones necesarias para cuantificar sélo los
oligosacdridos originados por la accion conjunta de HBE e isoamilasa, se realizaron los
controles pertinentes incubando amilosa, con y sin las mencionadas enzimas. Como
puede observarse en la Figura 2.12-A, carril 2, el incubado de amilosa en ausencia de
ambas enzimas no presentd niveles detectables de oligosacaridos de bajo peso
molecular. Igual resultado se obtuvo al incubar amilosa con HBE sin la posterior
isoamilolisis (Figura 2.12-A carril 3), mientras que en el incubado con isoamilasa sin la
previa accién de la HBE, mostré bandas muy tenuemente visibles de oligosacaridos,
posiblemente liberados por isoamilasa de alguna minima impureza de amilopectina
presente en la amilosa comercial utilizada como sustrato (Figura 2.12-A carril 4).
Generalmente las corridas electroforéticas se realizaron hasta que el frente de corrida
saliera del gel, logrando de esta manera eliminar el excedente de ANDS que origina una
fuerte sefial cuando se toma la fotografia. En el caso de los resultados presentados en la
Figura 2.12, se dejo correr la electroforesis unos 5 minutos extra luego de la salida del
frente de corrida, con el objeto de poder resolver mejor aquellos oligosacaridos de peso
molecular mayor que maltoheptaosa. La movilidad de los aziicares esta relacionada con
el peso molecular, disminuyendo a medida que aumenta su masa, aunque se ha
reportado que la estructura quimica también afecta la migracion electroforética,

pudiendo distinguirse entre isémeros de posicion y algunos epimeros (129).
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La densitometria de las bandas se realiz6 como se describe en los Procedimientos
Experimentales, obteniendo para cada una un valor de fluorescencia total corregida
(FTC). Debido a que la intensidad registrada es proporcional a la cantidad de extremos
reductores, que en este caso se corresponden con los moles de oligosacarido, es posible
construir la curva de calibracién para la cuantificacién con cantidades conocidas de un
unico oligosacarido. Generalmente las curvas de calibraciéon se realizaron con
maltoheptaosa, en el rango de 12,5 a 250 pmoles (gel inferior de la Figura 2.13-A),
graficando la FTC en funcién de la masa del oligosacarido (Figura 2.13-B). En los 4
paneles verticales de la Figura 2.13-C se representa la quantificacién en pmoles para las
bandas correspondientes a oligosacaridos de 6, 7, 8, 9, y 10 glucosas que la
electroforesis logré resolver, indicandose en la leyenda de cada panel a qué tiempo de
incubacién con HBE corresponde. Las intensidades correspondientes a 0 minutos de
incubacion no se grafican debido a que fueron descontadas en cada uno de los tiempos
ensayados.

La Figura 2.14-A muestra la cuantificacion de maltoheptaosa en funcién del tiempo.
También se midié la fluorescencia total de cada carril. De esta manera se fueron
cuantificadas la totalidad de cadenas transferidas por la HBE en funcién del tiempo de
incubacion, sin discriminacién de tamafo (Figura 2.14-B). El 33 % del total de las
cadenas transferidas correspondieron a 6 o 7 glucosas (13 y 20 % respectivamente), y
solo las cadenas que se logran resolver en la electroforesis (6, 7, 8, 9, y 10 glucosas)

representaron el 45 % del total de las cadenas transferidas.
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Figura 2.14: Formacién de ramificaciones de 7 unidades de glucosa (A) y ramificaciones totales (B)
sobre amilosa por accién de HBE en funcién del tiempo de incubado. Los datos utilizados provienen de la
cuantificacion presentada en la fugura 2.13. En la leyenda de cada gréfica se indican los pardmetros
resultantes de una regresion lineal realizada con los valores comprendidos en el rango de tiempo en el que
se mantienen las condiciones lineales (0 a 30 minutos).
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Si se compara la formacién de ramas de 7 glucosas con las ramificaciones totales
generadas por HBE, puede apreciarse que ocurren con la misma cinética, siendo en
ambos casos lineal hasta los 30 minutos de incubacién.

Establecido el rango lineal en la cinética de formacién de ramificaciones, se procedié
a estudiar la cinética de la actividad de la HBE en funcién de su concentracién, en
condiciones de velocidad inicial (8 minutos de incubacién). Nuevamente, se realizé el
andlisis cuantitativo para maltoheptaosa y para la totalidad de los oligosacaridos
presentes en cada carril de la electroforesis. Las concentraciones de HBE ensayadas
fueron 8, 16, 32, 64 y 128 pg/ml (correspondientes a 2, 4, 6, 8, 16 y 32 pmoles en el
volumen de reaccion), siendo 16 pg/ml la concentracién utilizada en los estudios
presentados anteriormente (Figuras 2.12 a 2.14). Notar que el rango de concentraciones
de HBE analizado es muy similar a aquel empleado en las mediciones de actividad
mediante el uso de la absorbancia del complejo amilosa-iodo (Tabla 2.1), y que en este
caso en todo el rango se mantiene una relacion lineal. A la concentracion mas baja
analizada no se generaron ramificaciones suficientes que pudiesen ser detectadas por
esta metodologia, mientras que tanto la cantidad de maltoheptaosa como de
oligosacaridos totales que se registrd en el resto de las concentraciones presentaron un

aumento lineal (Figura 2.15).
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Figura 2.15: Velocidades iniciales (pmol/min) para la formacion de ramificaciones en anilosa en
funcion de la concentracion de HBE. La cuantificacion fue realizada para la transferencia de
maltoheptaosa (A) y para la totalidad de las ramificaciones generadas (B).
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La ecuacion general para una reaccién simple catalizada por una enzima, en la

conversion de un sustrato en un producto es:

k1 k2
E+S2ES2E+P (1)
1 ko

donde E es la enzima, S el sustrato, ES es el complejo enzima-sustrato, P es el producto
y ki, k-1, k2 y k-2 son las constantes cinéticas para las reacciones directa e inversa para el
primer y segundo equilibrio. Como el ensayo fue realizado en condiciones de velocidad
inicial (Vo), se considera que la cantidad de producto formado es despreciable frente a la
cantidad de sustrato, y la reaccién inversa del segundo equilibrio es despreciable
(eliminando k. de la ecuacién 1). Independientemente de que HBE tenga o no un
comportamiento Michaeliano (130, 131), en condiciones de saturacion todos los sitios
activos estan ocupados, y toda la enzima se encuentra formando el complejo ES. En esta
situacioén la velocidad inicial toma su valor maximo (Vmax), y su relacién con la

concentracion de enzima responde a la siguiente ecuacion:

Vma.x - kcat * [-E] (2)

donde k> es la misma de la ecuacién 1 y es denominada constante catalitica (Kca), y [E]
es la concentracion total de la enzima.

Por lo tanto, en la representacion de Vo (en pmoles/minuto) en funcién de la cantidad
de HBE (Figura 2.15), la pendiente obtenida en la regresion lineal correspondiente a
cada una de las graficas arrojan el valor de la ke para la transferencia de maltoheptaosa
(Figura 2.15-A), y de la kea: para la transferencia de un oligosacdrido sin distincién de la
longitud del mismo (Figura 2.15-B). En la leyenda de cada gréfico se encuentran los
datos de la regresion lineal, donde la pendiente en el grafico para maltoheptaosa es
0,7100 £ 0,0271 min' y para el total de las cadenas transferidas es 5,2658 + 0,1004 min™'.
La kcar suele expresarse como la cantidad de moléculas que son convertidas a producto
por molécula de enzima por segundo. Por lo tanto, la kea de HBE para la transferencia
de maltoheptaosa y para la transferencia de cadenas en general, utilizando amilosa como

sustrato es:
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Kea maltoheplacsa = 0,012 + 0,001 57
Kea total = 0,088 + 0,017 5!

Analizande la formacion de ramificaciones en funcidon de la concentracion de
amilosa, se realizaron incubados de 25 minutos con HBE 0,016 mg/ml (0,32 pg en el
volumen de ensayo) v amilosa a diferentes concentraciones (entre 0,1 ¥ 1 mg/ml). Se
cuantificaron maltoheptaosa v oligosacaridos totales, v se graficd la velocidad de
apariclon de productos en funcidn de la concentracidn de amilosa (Figura 2.16). Como
se puede apreciar los datos obtenidos generaron una curva de tipa sigmoidea,
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Figura 2.16; Cuarvas de sawracidn pars la formacion de cadenas (pmalimin) por accion de HBE en
condiciones de wvelocldad iniclzl, en funcidn de la concentracidon de amilosa (mg/ml). Se cuantificd la
ransferencia de mallaheptaosa (A v B), a#si como Ja toialidad de ramificaciones generadas (C y D). Las
lineas continuas en mje comesponden al ajuste de los dawos uollizando | ecuacion de Hill (A y C;
ecuacikin 3), y de Michaelis-Menten (B v [ ecuaciin 4],
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La ecuacion que mejor se ajusta a estos datos es aquella que fuese definida en 1910
por A. V. Hill (132) para explicar l@ unidn cooperativa del sustrato en enzimas oue
poseen mas de un sitio de unidn (Figuras 2,16 A v C). Las enzimas que presentan un
comportamiento  cinetico de este tipo son también conocidas como "enzimas
alostéricas”. Esto significa gue la unidn de una moelécula de sustrato altera la union
subsiguiente  de otras moléculas de sustrato. La ecuacidn que describe este

comportamiento es;

I‘uu:IS]n
Vi = ——— 3
’ K"[s" )

muy similar a la ecuacion de Michaelis-Menten:

_ Vinae[5]
="K (5] &

donde Wy es la velocidad inicial, Vi la velocidad méaxima, |S] la concentracidn de
sustrato, Ky ¥ Ky representan la concentracion de sustrato a la coal Vo = 0.5 * Vi, ¥
“n"” es el coeficiente de Hill, el cual da cuenta de la cooperatividad de la union del
sustrato a la enzima. Cuando “n™ es menor a 1 la cooperatividad es negativa, mientras
gue un valor mayor a 1 indica una cooperatividad positiva.

El coeficiente de Hill gue armjd el ajuste de los datos experimentales fue igual a 2,14
pard los datos comrespondientes a la cuantificacion de maltwohepraosa (Flgura 2.16-A), v
3,41 en el andlisis de todas las cadenas transferidas por HBE (Figura 2.16-C), sefialando
una cooperatividad positiva entre los diferentes sitios de unin a sustratn. A modo
comparativo, se realizo el ajuste de los datos con la ecuacion de Michaelis-Menten
{ecuacion 4; Figuras 2.16 B y D). Los valores de Ky (0 Ky segin corresponda), Vinas ¥
Kear obtenidos para cada uno de los ajustes se resumen en la Tabla 2.2. Los valores de
ke obtenidos mediante el ajuste con la ecuacion de Hill (ecuacién 3) concuerdan con
aquellos obtenidos en el andlisis de las cademas transferidas en funcidn de la
concentracion de HBE (Figura 2.15), mientras que el ajuste con la ecuacion de
Michaelis-Menten arroja valores de ke, muy diferentes. El valor de Ky representa la

afinidad que tiene la enzima por el sustrato, por lo que es légico que se hava obtenido
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un valor muy similar cuando se calcula este pardmetro a partir de la cuantificacidn de la
totalidad de las cadenas transferidas o solo mediante la cantidad de malwheptaosa
transterida. Por otra parte, era de esperarse que la cantidad de moléculas de
malioheptaosa transferidas por maléeula de enzima por segundo (ke maltoheptacsa) sea
menor a la cantidad de cadenas totales transferldas en la misma unidad de dempo (ke

total), ya que el primer producto de reaccion mencionado representa una fraceidn del

segunda.

Hill Reciproca de Hill | Michaedis-Menten | Lineweaver-Burk
Maliolwptansa
Vinax {pmolmin) 3,623 3425 1,71 1,08 x 10
Kea (571 0,015 0,014 0,045 4581,6
Ku (mgiml) 0,450 0,424 % 3
Kot (mg/enl) . L 241 5,5 x 10F
R? 0,99596 0,99975 0,97048 087886
Catbenas iotales
Vo (pmolimin) 23,68 35,71 101,04 16,01
ken s 0,100 0,150 4,231 0,07
Ku (mgml) 0,445 0,749 = =
Ko (ma/ml) . - 3,52 -1,21
R? 0,95751 0,90642 0,91314 096637

Tabla L¥: Calculo de les pardmetras cieflicos obienidos @ ravés ln cuantificacion de s cadenas
iransferidas por HBE utilizando amilosa come sustrate. Tambitn se indica el coeficiente de comrelacitn
comespendiente a cada uno de los ajustes (R7L

Tamhién se graficd la inversa de la velocidad indcial (Vo) en funcion de la inversa de
la concentracidn de amilosa (Figura 2.17). Al reciproco de la ecouacion de Michaelis-
Menten {que describe el comportamiento de enzimas que no presentan cooperatividad
en la union del sustrato) se lo conoce como diagrama de Lineweaver-Burk, que se
describe con la signiente fédrmila:

1 Ky 1 1

% Ve E Ve ®

mientras que el reciproca de la ecuacion de Hill queda de la siguiente manera:

i Ry 1 1

i % =+ — ':él.:l
Vo Vo [S]" W
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Cuando la enzima tiene un comportamiente Michaeliano, el grafico de doble
reciproco da como resultado una recta, mientras que si estamos en presencia de una
enzima alostérica dicho grafico presentara una desviacion de dicha linealidad (133). En
la Figura 2.17 se presenta el andlisis de los reciprocos correspondiente a los resultados
de la Figura 2.16, incluyendo el ajuste de los datos utilizando las ecuaciones 5 y 6,
Como puede apreciarse, los datos no estin bien representados por un ajuste lineal. Los
parametros cinéticos obtenidos mediante este tipe de representacidn grifica también se
detallan en la Tabla 2.2.

oy i R L b S

il
1+

Figura 2.17: Grafice de dobde reciproca para |4 velocidad inicial de la transferencia de cadenas por
accldn de HBE a distintas concentreciones de amilosa, Los datos experimentales uiilizafos son los
mismos que fuesen presentados en s Figura 2,16, La linea continua en rojo representa el ajuste utilizando
la wewacign & (reciproca deHill), mientras que la linea pumeads corresponde al ajuste utulizando la

ecuacion 5 {reciproca de Michaelis-Menten). El analizis fue realizado sobre los datos oblenides para la
cuamificacian de maliohepiansa (A) v las cadenas tolales iransferidas (B,

2.3.4 - Glucogenina autoglucosilada como sustrato de la HBE

Con ¢l fin de analizar si HBE puede utilizar al malwooligosacirido generado par la
glicogeninag en su méximo grado de autoglucosilaciin para generar la primera
ramificacion, se realizaron ensavos con ambas enzimas en diferentes condiciones, Para
idemificar las ramificaciones gue pudiesen generarse se emplearon dos estrategias
diferentes. UIna consistio en la incubacion de HBE con glucogenina en su méximo
estado de awtoglucosilacion (utilizando UDP-[Clglucosa como sustrato dador), y
posterior ispamilélisis para escindir la posible rama formada, lo que seria determinado

T4
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en forma Indirecta por una disminucion de glucogenina  auto]*Clglucosilada
precipitable con dcido wriclorsacéico (TCA), En el segundo disefio experimenial se
midi® el cambio producido por la HBE en el limite de B-amildlisis (134) del
["“Cloligosacarido unido a glucogenina (también en su méximo grade de
[ “Clautoglucosilacidn), como consecuencia de su ramificacion. La enzima [-amilasa
actiia sobre extremos no reductores de cadenas lineales de glucosa, liberando maliosa a
partir de la hidrolisis de enlaces a-(1 - 4)glucosidicos. En la Figura 2.18 se muestran
esquemas que describen los dos planteos experimentales. Como en el ensayo anterior,
después de la P-amildlisis se cuantificd la [“Clglecosa gue permanece unida a
glucogenina luego de precipitar con TCA.

A B

"‘z._. " "z_ &

=l =l

Gn Gn Gn Gn
LF2 (£ 12 14y
® = [“C}ale

Figura 2.18; Esquemas que represenan el resultado del incubado de glucogenina en s maximo estaco
de auteglocosilacion con issamilasa (A) o B-amilasa (B), con (3, 4] 0 sin (1, 2} el incubado previo con
HBE, en caso de que ésia dldma fsese capaz de generar la primera ramificacian, sin L intervencidn de la
enzima glucigeno sintasa.

Se ensayd a glucogenina en diferentes condiciones, que incluyeron a la enzima en su
estado dimérico (3 pM) v monomérica (0,03 pM), tanto fa versidn truncada de la
glucogenina de conejo en sus formas no glucosilada v parcialmente glucosilada
{RGNapo3l, RGNwi31), como la completa parcialmente glucosilada (RGNwt38). Si
hien la glucogenina de conejo tiene un 93 % de identidad de secuencia con la isoespecie
1 de la glucogenina humana, se incluyd también en el andlisis la versidn truncada de

esta ultima, sin glucosilar y parcialmente glucosilada (HGNapo31 y HGNwt31). En el

Ej=
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caso donde se utilizd isoamilasa para liberar las cadenas transferidas, no se observd
ninguna diferencia en la cuantificacion de la [""Clglucosa unida a glucogenina entre las
muestras que no fueron sometidas a la acclén de ninguna de las enzimas y aquellas gue
fueron sometidas solo a una de ellas o a ambas. Lo mismo sucedid cuando la esirategia
utilizada fue la medicion del cambio en el limite de f-amilolisis. A modo representativo,
en la Figura 2.19-A se muestra el resultade obtenido cuando las pruebas fueron
realizadas con HBE y HGNapodl a una concentracidn 3 pM, con posterior
isnamilalisis. De la misma maneta, en la Figura 2.19-B se presenta el resultade obtenida
en un estudio donde se incubd HBE con RGNapo31 con posterior f-amildlisis.

i &
[ |
+ +
+

Figura 2.19: Cuantificacidn de la [“Clglucosa asoclada covalentemente & glucogening luego de ser
sometida al Incubado con HBE, Eoamilass v f-amilass, segin se deseribe on las situaciones del esquema
de la Flgusa 218, mumeradas de 1 o 4. Los valores obtenidos en cala experimento representan el
promedio de tres reacciones independientes, y las barras de emmor [y dessdacion essandar:
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2.4 - DISCUSION

Sin duda el cambio en el espectro de absorcidn del complejo amilosa-iodo provocado
par la accion de la enzima ramificante de glucdgeno/almiddn (123), es la téenica que
mds s¢ ha utilizado en la medicidon de la actividad de esta enzima (81, 110-116, 118,
125, 135-137). La principal virtud de esta metodologia radica en la sencillez v rapidez
del procedimiento experimental. Incluso se la ha llegado a uiilizar recientemente para
abtener los pardmetros cinéticos Ku ¥ Ve de la enzima ramificante de glucdgeno de
Rhodothermus obamensis (137). Sin embargo, 51 se comparan las curvas espectrales de
los complejos amilosa-iodo obtenidas luego de someter a dicho glucano a la accion de
HBE (Figura 2.7) con aguellas obtenidas cuando se incuba el sustralo con m-amilasa
(Figura 2.8), puede notarse la gran similitud del cambic gue provoca la actividad de
cada una de ellas sobre la absorcion del complejo amilosa-iodo. Mas adn, la actividad
de a-amilasa es capaz de causar un cambio en la longitud de onda de maxima
absorbancia similar al observado para HBE, En el presente trabajo se utilizé la enzima
w-amilasa para poner de mantfiesto gue el uso de esta técnica no permite discriminar
entre las actividades de dichas enzimas y de alguna otra enzima amilolitica que pudiese
estar presente eomo impureza en la muestra que se estd analizando, En este caso se
obtendria un error por exceso en la determinacidn de la actividad, haciéndose este error
mas importante mientras menar sea la actividad especifica real de la enzima analizada.
Ademds, la probabilidad de cometer dicho error serd mayor cuando la muestra que
contiene la enzima ramificante provenga de un extracto celular, incluso si se encontrara
parcialmente purificada. Por lo tanio, el uso del cambio en el espectro de absorcion del
complejo amilosa-iodo para la medicién in vivo de la actividad de la enzima ramificante
en diferentes tipos celulares (o en diferentes condiciones), puede que no sea la

metodologia mas recomendable. Como va se ha mencionado mas arriba, la rapidez v
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sencillez de esia metodologia la colocd como primera opcidn cuando se comenzd co
las mediclones de actividad de HBE en el estudio agui presentado, incluvendo la
determinacion de la temperanira y pH dptimos de trabajo. A pesar de la limitacion de
esta técnica para detectar la presencia de alguna enzima amilolitica en la muestra que
contiene la enzima ramificante, el grado de pureza alcanzado tras la columna de
afinldad v el cambio en el espectro de absorcion cansado por la cantidades de HBE
ntilizadas en los ensayos (Figuras 2.7 v 2.9), constituyeron una fuerte evidencia para
concluir que se habia conseguido expresar HBE recombinante activa en células 59, lo
que definitivamente fue luego confirmado por FACE. Cabe destacar que hasta la fecha
no se ha publicado ningin trabajo en el que se informe la obtencidon de una enzima
ramificante de glucdgeno de mamiferos activa,

Una vez lograda la expresion v purificacidn de HBE recombinanie, se procedia con la
identificecion y cuantificacion de los productos de reaccion, es decir, de las cadenas
transferidas por HBE sobre amilosa. Son numerosas las téenicas cromatograficas que se
han utilizado en la purificacion, caractesizacion y ceantificacidn de carbohidratos, comao
la cromatogratia gaseosa, cromatografia en capa delgada (TLC) v cromatografia liquida
de alta presion (HPLC) con columnas de exclusion molecular, intercambio anidnico o
fase reversa. Con el fin de aumentar el limite de deteccion, se comenzd a emplear la
derivatizacion de los carbohidratos con cromdforos v fluordforos, o marcindolos
radioactivamente. Algunos de los métodos mas wtilizados en los dltimos afios en la
caracterizacion de carbohidratos son la cromatografia de exclusidn malecular (SEC), la
cromatografia de intercambio anidnico de alta resolucién con deteccidn amperométrica
de pulsos (HPAEC-PAD) y la electroforests en geles de poliacrilamida de carbohidratos
marcados con fluomforo (FAGEFS o FACE). Los mds populares en la literatura son
SEC y HPAEC-PAD, aungue dependiendo del tipo de estudio que se necesite realizar,
tienen sus ventajas o desventajas. El detector méds comunmente utilizado en SEC es gl
de indice de refraccion diferencial, el cual genera una seftal que es proporcional al pesa
malecular de los analitos (cuando se trata de cligosaciridos lineales), otorgdndole un
limite de deteccion considerablemente bajo coando se trata de carbohidratos de bajo
pesc malecular, aungue permite identificar pequenas cantidades de oligoglucanos de
gran peso molecular, La desventaja de SEC es que las bandas sufren un ensanchamiento
que no permite una buena resolucion de las cadenas individuales (82). Por otra parte,
HPAEC-PAD provee una muy buena resolucion de picos, y con el detector de pulsos

amperométricas (PAD) se reportaron limites de deteccion tan bajos como 0.6-10 pmaoles
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de carbohidratos (138). El problema de este tipo de detector, es que da una sefial
diterente para cadenas de carbohidratos lineales de diferente longitud, haciendo que la
cuantificacion sea semicuantitativa (139).

En el presente trabajo se utilizo FACE para la cuantificacién de las ramificaciones
formadas por HBE sobre amilosa, en el que, al igual que con HPAEC-PAD, se obtienen
buenas resoluciones para cada pico en una mezcla de oligosacaridos, y se ha llegado a
detectar hasta 0,2 pmoles de ghicidos (129). La gran ventaja de esta metodaologia es que
la intensidad de la sefial depende del mimero de extremos reductores libres, v no de la
longitud de la cadena de los oligosaciridos, Por lo tanto en el andlisis de una mezcla de
oligoglucanos lineales, la intensidad de cada pico con respecto al resto es proporcional a
su abundancia relativa. Consecoentemente, permite la cuantificacion directa de todas las
bandas identificadas, mediante el uso de una curva de calibracidn construida con dnico
ghicido, va que la Intensidad registrada es proporcional al mimero de moles y no a la
masa de las especies. Ademds, el equipamiento necesario para llevar a cabo este tipo de
analisis es menos sofisticado y costoso que el reguerido en HPAEC-PAD.

Las dimensiones de los geles que se emplearon para la electroforesis (5 cm de alio)
permitia resolver oligosaciridos de entre 4 v 10 glucosas. Los resultados indican gue el
minime tamaiio de la porcidn glucosidica que HBE puede transferir es de 6 glucosas,
leniendo preferencia por la generacion de ramas de 7 glucosas de longioud (Figura 2.13).
El limite de deteccidn de actividad de HBE registrada mediante FACE, queda
establecido por el limite de cuamificacidn de los oligosacaridos por este método, siendo
la menor cantidad de maltoheptaosa utilizada en la construccidén de las curvas de
calibracidn de 12,5 pmales, por la que cualguier senal fluorescente que origine una FTC
menor a la correspondiente & esa cantidad de malioheptaosa no es considerada. Cuando
se anallzd la formacidn de ramificaciones en funcion de la cantidad de HBE (Figura
2.15) en condiciones de velocidad Inicial {8 minutos), la minima cantidad de HBE a la
gue se pudo medir actividad fue 4 pmoles. En téfrminos de unidades de actividad
(pmoles de oligosaciride/min), la minima cantidad de maltoheptacsa detectada fue 2
pmoles/min, ¥ 25 pmoles/min para la cuantificacion de todas las ramificaciones
generadas, Teniendo en cuenta gue las condiciones de velocidad iniclal en esta
metodologia se extienden hasta los 30 minutos de reaccidn, llevando el dempo de
incubacion con HBE a los 30 minutos, permitiria llegar a un limite de coantificaciin
cercano a 1,0 pmal de enzima (0,08 pg). Obviamente, el limite de cuantificacidn

expresado como cantidad de enzima esta directamente ligado a la actividad especifica
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de la misma. A los fines comparativos, dada una muestra con una actividad especifica
determinada, la medicion de actividad de la enzima ramificante en condiciones de
velocidad inicial por FACE ofrece un limite de cuantificacidon 5 veces menor gue
cuando se utlliza la disminucién de absorbancia a 660 nm del complejo amilosa-iodo
(Figura 2.9). Cabe destacar ademds gue, con el uso de esta técnica, la formacion de
oligosacaridos debida a la presencia de algin tipo de enzima amilolitica contaminante,
puede ser identificada y couantificada omitiendo en el ensayo la isoamilalisis. Esto no
serfa posible willizado el cambio en el espectro de absorbancia del complejo amilosa-
iodo.

Al cuwantificar la fluorescencia detectada en la totalidad del area comespondiente a
cada carril de una electroforesis, en el que se sembri el producto resultante de incubar
amilosa con HBE y posterlor Isoamilalisis (Figura 2.13), lo que se estd determinando es
la cantidad de nuevos extremos reductores que se formaron luego de la accidn conjunta
de estas dos enzimas. Este procedimiento es analogo al descripto en 1948 por Park y
colaboradores (122), en el cual las cadenas glucosidicas liberadas por ispamilasa (que
fuesen previamente introducidas en unidn «-1,6 por la enzima ramificante) son
cuantificadas a partir de la determinacion del poder reductor. Dicha metodologia ha sido
utilizada por diferentes autores para obtener parametros cinéticos (Ka v Vi) para
algunas enzimas ramificantes de glucdgeno (112, 118, 136) y almiddon (115, B1)
Entonces, se realizaron curvas de saturacion utilizando amilosa como sustrato, para la
transferencia de maltoheptacsa v de las cadenas totales transferidas por HBE (Figura
2.16), Los resultados obtenidos por FACE se ajustaron a la cinética correspondiente a la
de una enzima alostérica (Figuras 2.16 A v C). Hasta el momento todos los informes
publicados acerca de enzimas ramificantes asumen que [a cinética de actividad es
Michaeliana (81, 112, 115, 118, 136). Sdlo ha sido publicado un trabajo en el que se
presentan las curvas de saturacion correspondientes, donde la minima concentracion de
amilosa analizada corresponde a 0,3 mg/ml (112). En el rango de concentraciones de
sustrato agui ensayadas por FACE, se demuestra que el segmento comprendido entre
0,1 ¥ 0,3 mg/ml es muy importante en la identificacion de la forma sigmoidea de la
curva de saturacidn, caracteristica de las enzimas alostéricas (Figura 2.16). Los
resultados son mas claros cuando solo es cuantificada la fluorescencia correspondiente a
la maltoheptaosa, en lugar de la omalidad de ramificaciones formadas, tentendo esta
ultima una mayor dispersion en los datos. Probablemente esto ocurme porque la

cuantificacion de la fluorescencia distribuida en un drea muy amplia podria ener un
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mayor error asociado, debido a la difusion de los oligosacaridos durante |a
electroforesis,

A partir del analisis de la velocidad inicial de formacion de ramificaciones de 7
Blucosas y las totales en funcldn de la cantidad de HBE, fue posible obtener la ko
comespondiente para cada proceso (Figura 2.15). Los resultados obtenidos mediante
esta representacion son concordantes con los valores de ke que entregd el ajuste de los
datos de las curvas de saturacion utilizando la ecuacion de Hill (ecuacion 3, Tabla 2.2).
Por el contrario, si se las comparan con las ke resultantes del ajuste realizado con la
ecuacion de Michaelis-Menten (ecuactin &), los valores son muy diferentes (Tabla 2.2),
El grafico de dobles reciprocos (ecuaciones 5 y 6; Figura 2.17) permite confirmar el
comportamiento alostérico de la HBE. En esta manera de representar los datos se
obtiene una recta cuando se trata de una enzima Michaeliana, o una curva cuando
estamos en presencia de wna enzima alostérica (133, 140, 141). El limite de
cuantificacidn que ofrece la téenica FACE permitio realizar curvas de samuracién a
concentraciones de amilosa lo suficientemente bajas como para que se pudiese poner en
evidencia el perfil sigmoiden de las curvas. En este trabajo no se empled la medicién del
poder reductor de las ramificaciones liberadas por isoamildlsis (121, 122) para medir la
actividad de HBE, ¥ por lo tanto no se pueden comparar limites de cuantificacidn entre
dicha técnica v FACE. Adn as, la medicion a través del poder reductor de los
oligosacdridos mide la aparicidn de un producto que absorbe radiacidn en el rango
visible del espectro electromagnético, lo que hace suponer que el emplec de la
fluorescencia (como en FACE) podria permitir tener limites de cuantificacion menores.

Desde el punto de vista molecular, existen evidenclas muy claras que podrian apovar
la hipitesis de que HBE sea una enzima alostérica. Las enzimas ramificantes euentan
con tres dominios, e dominke catalifice central que tene una estructura tipo barril
{f/a)s, un dominic amino-terminal compuesto por ldminas B, y un deminio carboxilo-
terminal también compuesto por laminas [ (80). Se ha descripto que la degradacidn
progresiva a partir del extremo amino-terminal, conduce a una pérdida en la preferencia
de la longitud de la cadena transferida, con una concomitante disminucidn de la
actividad catalitica de la enzima (82, 138). Ademis, mediante el alineamientn de
secuencias, se ha identificado en este dominio la presencia de un *mddulo de unidn a
carbohidratos”, ampliamente distribuido entre enzimas involucradas en el metaballsmo
de glicanos (139). Con respecto al dominio carboxilo-terminal, se lo ha vinculado con el

reconocimiento del sustrato, y se ha reportado que la ausencia parcial de este dominlo
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provoca una significativa disminucion en la actividad de la enzima (81). Este analisis
podria ser ampliado a tedas las enzimas que forman parte de la familia de las a-amilasas
{o GH13), o al menos a todas aquellas en las gue se encuentren descriptos la presencla
de dominios que posean modulos de wnion a carbohidratos (139).

Por lo tanto, en la literatura existen evidencias de la presencia de sitios de union a
cadenas lineales de glucosa en los wes dominios estructurales de las enzimas
ramificantes. Esto resulta consistente |a idea de un comportamiento alostérico, ya que
existe mas de un sitio de unidn de sustrato, con la posibilidad de que la unidn del
sustrato a uno de estos sitios pudiese modificar significativamente la union a los demés
sitios. En los modelos gue encontramos habitsalmente en la literatura para enzimas
alostéricas, la union del sustrato a un sitio induce un cambio conformacional en la
estructura de la proteina, que modifica la afinidad por el sustrato en el resto de los sitios
(133, 1420 En este caso en particular, la unkdn del sustrato al sitio de unidn de uno de
los dominios de la enzima podria estar aumentando considerablemente la probabilidad
de gue el sustrato encuentre un segundo sitio ubicado en otro dominio, a través de la
restriccion de los grados de libertad de la misma molécula de sustrato va unida al
primero. En el esquema de la Figura 2.20 se plantea una hipdlesis acerca de cuil podria
ser el mecanismo de reconocimiento del sustrato. Como se ha descripto al dominio
amine-rerminal como encargado del reconocimiento del sustrato, éste podria ser el que
presente mayor afinidad, y por lo tanto el primero en ocuparse (Figura 2.20, B). En
segundo  |ugar, posiblemente intervenga el dominio carboxilo-terminal en el
reconocimienta del extremo no reductor (Figura 2.20, C), para que finalmente el
sustrato interaccione con los sitios de unidn del dominio central, aquellos inmediatos a
los aminodcidos encargados de llevar a cabo la catdlisis (Figura 2.20, D), El orden
propuesto estd basado en la idea de gue una vez que ¢l sustrato sea reconocido por el
dominio catalitico la reaccidn de rransferencia se llevard a cabo (Figura 2.20, E), por lo
que si la union del extrerno no reductor ecurre antes de la union al dominio central, serd
mas probable que la cadena transferida posea una longitud determinada. En cambio, en
&l caso de que el sustrato se una antes al dominio central, la reaccién de transferencia
podria proceder sin que alcance a unirse al dominio carboxilo-terminal, disminuyendo la
probahilidad de gue la ramificacion generada tenga la longitud preferida, de manera

andloga a lo que sucede cuando falta parte del domino carboxilo-terminal (81).

a2



Capinde 2: Enzima romdflcante del plucthpens

e g D ,
o ; i) . ®
S easls
B
C
D
E

Figura 2.20: Hipfesis propuesia para la unbin del susieato a Lo enzima ramificanie, basada en los
resultados cinéticos presentados en este trabajo de tesis doctoral, que indican que esta enzima tendria un
componamieris propic de una enzima alostérica. También se ovieron en consideracion resultados
publicados por oiros awores que describen la funcidn que cumplen los dominios amino- ¥ carboxilo-
termingl (representados en cober verde, con Jas letras N v C en su interior). En color naranja se represents
&l daming catalitics, v con hexdponos amarillos las moléculas de glucosa.
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En el mecanismo propuesio en la Figura 2.20, se coloca a la cadena sobre la que se
ejerce la actividad hidrolitica actuando también como aceptora de la ramificacicn. Para
que se pueda llevar a cabo este proceso, se asume que la cadena de glucosas adopta la
estructura helicoidal ya descripta para las ramas del glucdgeno (1, 3, 148, 149), Se hizo
esta suposicidn tomando como referencia el mecanismo de cadlisls descripto para la
enzima ciclodextrina glucano transferasa de Bacillus circulans (peneneciente a la
familia de las w-amilasas), en la cual el dominio catalitico es capaz de acomodar una
cadena de 7 glucosas en forma de anille para llevar a cabo su actividad catalitica (79,
143).

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos disefiados para evaluar la posibilidad de que
HBE fuese capaz de utilizar como sustrato a una cadena de plucosa unida a
glucogenina, con la médxima extensidn adguirida mediante autoglocosilacidn, v asi
generar la primera ramificacion del proteoglucdgeno. Con ninguna de las estrategias
utilizadas se pudo determinar que este evenie ocurriera. Este constituye el primer
ensavo en el que el producto de autoglucosilacidn de la glucogenina es probado comao
sustrato de la enzima ramificante, El resultado negativo permite descartar esa
posibilidad, indicando que para la formacian de la primera ramificacidn, la cadena de 12
a 13 ghicosas es insuficiente, requirienda mavor grade de pelimerizacion para
convertirse en sustrato de la enzima ramificante. La deternminacién de dicho grado de
polimerizacion, que debera ser alcanzado por accidn de la glucdgeno sintasa, es un

aspecto pendiente ain por dilucidar.
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2.5 - PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.5.1 - Medios v reactivos

Buffer TE:

Solucion de

Transfeceion A:

solucion de

Transfeccidn B:

Celifectin;

Ganciclovir:

Grace:

Tris-HCI 10 mM (pH 8.0) y EDTA | mM.

5 pl del producto de la recombinacion en 100 pl de medio

Grace (sin suplementos ni antibidticos).

6 pl de Cellfectin en 100 pl de medio Grace (sin
suplementos ni antibidticns).

Formulacion liposomica 1:1,5 (M/M) del lipido cationico
NN NN tetrametil-N N NE NUL
tetrapalmitilespermina (TM-TPS) ¥
dioleoilfosfatidiletanclamina (DOPE), utlizada para la
transfeccion mediada por lipidos.

Es un andlogo de nucledsido, v se utiliza para seleccionar
el virus recombinante. Se intercala en la doble hebra de
ADMN impidiendo su replicacion (144) solo cuando se
encuentra fosforilado por la timidina guinasa HSV1
(H5V1tk). El ADN viral contiene el gen gue codifica para
H5V1tk, el cual se pierde durante el procese de
recombinacion.

Medio de cultivo utilizado para el cultivo de células de
insecto vy la produccion de proteina recombinante. Es

empleado principalmente en la etapa de transfeccion de las
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células. A continwacion se describe la formulacion del

S

Componentes Concentracion (mg/L)

Arninodchdos

Glicing B0
L-Alanina X510
L= Argininag {hicdroclonim) L0
L-Asparaging 35000
Acide L-Aspértico 350.0
L-Cisieina 2x 0
Acido L-Gluamico B0
L-Glmamina B0
L-Histidina 25D
L-lsoleicina 50.0
L-Leucina 7h0
L-Lysina (hideoclorura) G25.0
L-Fenllalanina 150.0
L-Pralina 5000
L-Serina S500.00
L-Treoning 175.0
L-Triptofano 10HD. 80
L-Tiroslna 5000
L-¥alina 100
Beta-Alanina A0
Vitaminas

Blotkna .01
Cloriers de Coling .2
D-Pamtotenato de calcio 0.02
Acida Félico n.oz
Acldo nicotinico (Niacina) 0.0z
Arido para-amincbenzoice 0.0z
Hidroclonuro de piridoxina 0.0z
Riboflavina 0.0z
Hidroclorur de tiaming 0,052
i-Inpsiond .02
Sales inorginicas

Clorura de celeio (CaCl2) (anhidra) FE0.0
Clomiro de magnesio (MgCI2-6H 20 22800



SF-900 11:

Solucion de amilosa:

Reactbvo de lodo:

Solucion stock de /Kl

Buffer A:

Buffer B:

Buffer C:

Buffer de ransferencia:

Solucion de ANDS:

Solucion de NaCNBHax:

Capindde 2; Englme ramificvate del plucdgens

Sulfate de magnesko [ MaS0d-THX) 2TEO0
Clorura de ponasin (KCI) 41000
Bicarbonate de sodio (MaHCO3) 3500

Feafan de sodio monchdsicn (NaH2PO4-H20) 10130
(kros componenies

Acide alfa-cetoglutirico A70.0
D-Frugtgsa 40000
D-Gliscosa J00.0
Acide fumarica 550
Acido malico &R0
Actdo succinico G0.0
SUCToEA 26680.0

Medio de cultivo libre de suero v proteinas, optimizado
para el cultive prolongade v de alta densidad de lineas
celulares de Spodoptera frugiperda (SM9 y S121), asi comao
para la produccion de proteinas recombinantes en gran
escala, La formulacion de este medio de cultive no se
encuentra disponible.

La solucion madre de amilosa (tipo III de papa;
escencialmente libre de amilopectina; Sigma) se prepard a
3 mg'ml en DM50 a 90° C para lograr la solubilizacion.
Se prepara fresco en cada reaccion, mezclando 1 parte de
una soluckdn stock de [/Kl, con 1 parte de HCI 1 N, v 24
pantes de H:0,

2,6 gde Lz y 26 g de Kl en 100 ml de H0.

Buffer Tris-HCI (pH 7.5) 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol
10 mM, Tritgn X100 0,1 %,

Buffer Tris-HC1 (pH 7.5) 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol
10 mbd.

Buffer Tris-HCI (pH 7.5) 20 mM, NaCl 0.5 M, Imidazol
200 mM.,

Tris-Glicina (pH 8,3) 0,01 M, Metanol 20 %,

ANDS 0,15 M en dcido acético 15 % (estable hasta 2
meses a -B0° C).

NaCNBH: 1 M en DMSO (estable 2 meses a -80° C).

&7



Copinilo 2; Eneima ramificame del glucdgenn

SB5X: Glicerol 50 ™, azul de bromofenaol 0,01 %,
Buffer TBS: Butter Tris-HCI pH 7.5 50 mM, NaCl 0,15 M.
2.5.2 = Materiales

El ADNc de la enzima ramificante humana clonado en el vecior pOTB7 fue adguirida
en RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum fiir Genomforschung GMBH, Alemania).

Celulas de insecto 59 (Spodoprera frugiperda) fueron gentilmente donadas por el Dr.
Fernando Irazoqui (Departamenio de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Quimicas, UNC — CIQUIBIC, CONICET).

Para la expresion de proteinas recombinantes en células 5f9 se adquirieron los
siguientes productos de Invitrogen: ADN Baculodirect linealtzado con la enzima Bsu36
I; Cellfectin; Ganciclovir; mezcla enzimatica Clonasa LR 1II; vector de clonado
pENTR/D-TOPO; medios de cultive Grace y SF-900 11

Para los medios Grace y SF-900 IT con antibidticos se wilizéd streptomicina 100
pg/ml, anfotericina 0,25 pg/ml y penicilina 100 U/ml.

Maliotetraosa, maltopentatosa, malichexaosa y malicheptaosa fueron adguirlidos de
SUPELCO Analitical (miimeras de catdlogo 47877, 47876, 47873, 47872)

Inhibidores M(:132 y Lactacistina fueron un regale de la Dra. Marna Hallak, v la
Cloroquina del Dr. Hugo Maccioni, Leupeptina ¥ Pepstatina fueron adquiridos de
Sigma.

2.5.3 - Insercidn de la secuencia que codifica para HBE en el genoma viral

El sistema de expresién con baculovirus utilizado es el Baculodirect™ de Invitrogen.
Este sistema emplea la tecnologia Gateway® para introducir el gen de interés en el ADN
del virus de la poliedrosis nuclear miiltiple Autographa californica (AcMNPV),
basandose en las propiedades del bacteriofago lambda para integrarse en el genoma de
Escherichia coli, a través de un proceso de recombinacidn molecular sitio especifica
(126, 127). El intercambio ocurre en un segmento de 15 pb, pero necesita de secuencias
flanqueantes especificas (sitios ot R y L) que son reconocidas por un complejo
enzimatico (provisto por la mezela enzimatica LR Clonase™ II).

La secuencia que codifica para HBE fue introducida en el vector de clonado
pENTR/D/DOPO (Invitrogen) utilizando las enzimas de restriccion Kpnl v Xhol.
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2.5.4 - Transfeccion de células 59 con el baculovirus recombinante

Para la transteccidn se wiilizd medic de cultiva sin suplementes ni antibidticos (a
menos que se indique lo contrario). Se sembraron 8 x 10° células 519 en placas de petri
de 3,5 cm con 2 ml de medio Grace, v se incubaron durante | hora a 27° C para permidr
que 5 unan a la placa. En un tubo de 1.5 ml estéril se mezclaron las soluciones de
transfeccion A y B, se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente, v luego se
adicionaron a la mezcla 0.8 ml de medio Grace. Se reemplazd el medio de cultivo de las
células por la mezcla de transfeccidn y se las incubd a 27° € durante 5 horas. A
continuacion se retird la mezcla de transfeccidn de la placa y se le agregaron 2 ml de
medin Grace con antibioticos v Ganciclovir, colocando una toalla de papel himeda en la
base de la placa para evitar la evaporacidn del medio, cubierta de papel aluminio para
protegerla de la luz, v se la mantuvo en estufa a 27° C durante 96 horas. Luego se
recalectd el medio de cultive en un tbo esteril, se lo centrifugo a 3000 x g durante 5
minutos para eliminar los restos solidos, y se paso el sobrenadante a otro tubo estéril,

Este constitoye el primer stock viral, denominado “P1%.

2.5.5 - Amplificacion del titulo del baculovirus recombinante

Se sembraron 8 x 10° células 569 en placas de petri de 3,5 cm con 2 ml de medio SF-
900 1T suplementado con SFB 4 %, antibidticos v Ganciclovir 0,1 mM, v se incubaron
durante 1 hora a 27° C para permitir gue se unan a la placa. Luego se agregaron 5 pl de
stock wiral P1, colocando una toalla de papel himeda en la base de la placa para evitar
la evaporacion del medio, se cubrio en papel aluminio para proteger de la luz, v se Uevd
a estufa a 27° C, A las 72 horas se recolectd el medio en un bo estéril, se centrifugs a
1000 % g para eliminar restos solidos v se almaceno a 4° C {para almacenamiento por
periodos prolongados se colocd a -70° C). Este procedimiento se repitio cuantas veces
fue necesario hasta que se obtuvo un titnlo viral lo soficientemente alto para producir
enzima recombinante con buenos niveles de expresion. Con frecuencia es necesario
reamplificar ¢l baculovirus recombinante, debido a que en cualguiera de las condiciones

de almacenamiento, con el paso del tempo se produce una disminucian del titulo viral,
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2.5.6 - Pruebas de expresidn de HRE

Para analizar la cantdad de stock viral necesario para la produccidn de proteina
recombinante, se realizaron infecciones con diferentes volimenes de siock viral, ¥ se
analizd la expresion de HBE a diferentes dias post infeccidn. Tipicamente, se sembraron
1,5 x 10° células 519 en placas de poliestireno de 6 pocillos, con 2 ml de medio SF-900
[T suplementado con SFB 4 % vy antibidticos, y se incubaron durante 1 hora a 27° C para
permitir que se unan a la placa. Luego se infectd con dos cantidades diferentes de stock
viral en cada fila (1X y 2X), v se analizo a 3 tiempos diferentes de infeccion en cada
columna (generalmente entre 3 v 7 dias post infeccidn).

Pasados los dias correspondientes de infeccidn, las células se recuperaron con el
mismo medio de cultive y se centrifugaron a 1500 x g. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 200 pl de buffer Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,5 M, Tritdn
X100 0,1 %, v se sonicaron brevemente (2 veces durante 5 segundos; Sonifier B12,
Branson Sonic Power Company). Para analizar los niveles de expresion de HBE v la
cantidad que se obtiene en forma soluble, se tomaron alicuotas de 15 pl de los extractos
totales ¥ el mismo volumen de los sobrenadantes luego de que fueran centrifugados a
12000 x g durante 5 minutos, vy se agrego 7,5 pl de 5B 3X. Las muestras se sometieron
a SDS-PAGE con 12% de acrilamida en el gel separador v 3% en el gel concentrador en
las mismas condiciones descriptas en el apartado 1.5.3 (pagina 40), sin aplicar ningdn
tipo de tincion, El control del peso molecular de la proteina recombinante se hizo
posible mediante la siembra de 3 pl de un kit de estindares de peso molecular
pretefiidos.  Posteriormente se realizd la transferencia del material proteico a una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizando wun sistema de
transferencia semi-seco, donde el gel ¥ la membrana de PVDF se disponen de manera
horizontal entre dos placas de grafito de 12 x 17 om que funcionan como electrodos,
Ccomo 5¢ muestra en la Figura 2.21 {145).

Se sumergio la membrana de PVDF en metanol (Carlo Erba Reagents) hasta que
quedd totalmente himeda, v leego se incubd durante 10 minutos en buffer de
transferencia. Los trozos de papel Whatman v los pafios de esponja se humedecieron en
buffer de transferencia. Como el SDS proveniente del PAGE imterfiere con la
transferencia a este tipo de membranas, para eliminarlo se lavo el gel de poliacrilamida
3 veces durante 5 minutos con buffer de transferencia. La electroforesis se llevo a cabo
durante 1 hora a 16 Valts. Luego, se lavd la membrana de PYDF 3 veces durante 5
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mimnos con buffer TBS y se incubd 1 hora con selucidn de blogueo conteniendo buffer
TBS con 1 % de leche descremada comercial. Posteriormente la membrana fue
incubada con el anticuerpo policlonal anti-GBE1 (Proteintech Group, mimero de
catdlogo 20313-1-AF) en una dilucion 172000 en la misma solucion de bloqueo a 4° C
durante 14 horas. En el casa donde el reconocimiento de la HBE se realizo a traves del
Hisetag, se utilizd una dilucion 1/1000 del anticuerpo policlonal His-probe SC-803
{(Santa Monica Biotechnology). Después de la incubacidn con el anticuerpo la
membrana fue lavada 3 veces durante 5 minutos con buffer TBS, y posteriormente
Incubada con el anticuerpo secundario [RDye 800CW Goat anti-Rabbit 1pG (LI-COR
Biosclences; nimero de catdlogo 926-32211) en una dilucién 125000 en buffer de
blogueo durante 1 hora. La membrana fue nuevamente lavada 3 veces con buffer TBS, v
se registrd la fluorescencia correspondiente al anticuerpo secundario en el equipo

Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences; modelo nimero 9120).

Cétode (4

paped —f gel

I e - membeana

Anodo {+)

Fipgura 2.21: Esguens que réprssenta ¢ equaipambento utilizado en lag transferencias en semi-seco del
material proteeo contenida en Jos geles de polizenlamida haoa las membranas de PYDE,

2.5.7 - Pruebas de inhibicién de protedlisis durante la expresién de HBE

Para comprobar si existe algiin tipo de actividad protelitica que pudiese disminuir el
rendimiento en la produccién de enzima recombinante, se realizaron pruebas con los
inhibidores Leupeptina, Pepstatina-A, Cloroguina, MG 132 v Lactacistina. Las maximas
concentraciones utilizadas fueron 100 pM, 15 pM, 5 pM, 1 pM ¥ 5 pM,
respectivamente. Los ensayvos fueron realizados en placas de poliestireno de 12 pocillos,
sembrando 3,2 x 10° células 5f9 con 0.8 ml de medio SF-900 11 suplementado con SFB
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4 % y antibioticos, Luego de haber sido incubadas durante 1 hora a 27° C para permitir
que se unan a la placa, se les agregaron 20 pl de stock viral, se las envolvid en papel
aluminio para protegetlas de la luz, v se las Hevd a estufa a 27° C. A las 24 horas se
agrego el inhibidor correspondiente a cada ensayo. Generalmente la expresion de HBE
fue analizada a 3, 4, 5 v 6 dias post infeccién, incluyvendo siempre un eontrol sin
inhibidor para cada tiempo estudiado. Las células fueron procesadas como se describe
en el apartado anterior, resuspendiendo el eontenido de cada pocillo de las placas en 100
pl de buffer Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,5 M, Tritdn X100 0,1 % v tomando alicuotas de
20 pl para el andlisis por SDS-PAGE, con posterior elecirotransferencia e

inmunodeteceion,

2.5.8 - Expresion y purificacién de HBE en células de insecto Sf9

Se sembraron 5 x 10° células 5f9 en capsulas de peiri de 10 cm de didmetro con 10
mli de medio SF-900 11 suplementado con SFB 4 % vy antibidticos, y se incubaron
durante 1 hora a 27% C para permitir que se unan a la placa. Luego se les agregaron 0.5
ml de stock viral, se cubrio con papel aluminio para protegerlas de la luz, y se las llevo a
pstufa a 27° C. Pasados 5 dias de infecciin las células se resuspendieron
cuidadosamente utilizande el mismo medio en el gue se encontraban, fueron
centrifugadas durante 100 minutos a 1500 x g v se descarnd el sobrenadante. Las células
recolectadas fueron resuspendidas con 0,5 ml de Buffer A por cada placa infectada y
sonicadas 3 veces durante 15 segundos (tode ¢l procedimiento se realiza en hiela). El
material lisado fue luego centrifugado a 10.000 x g durante 20 minutos y se hizo pasar
&l sobrepadante por una columna de afinidad HisTrap FF previamente equilibrada en
Buffer A, utlilizando un flujo de 0,6 ml/minuto, Posteriormente se colocd la columna en
el equipo de FPLC Akta Purifier, v se procedio con la elucidn de la misma manera que
se describe en el apartado 1.5.3. El eluato fue recolectado en alicuotas de 0,5 ml, ¥ en
funcién del cromatograma obtenido (Figura 2.5) se analizaron 20 pl de cada fraccidn
por SD5-PAGE con 15% de acrilamida para la resolucidn y 3% para la siembra,
realizando la electroforesis segin los lineamientos también descriptos en el apartado
1.5.3. Se reunieron las fracclones en las gue HBE se encontrd con mayor grado de
pureza (Figura 2.6), se concentraron y dializaron utilizande unidades de Alracidn para
centrifuga Amicon Ultra-4, con un limite de peso molecular nominal de 30,000 Da
{Merck Millipore), a 1500 x g frente a buffer Tris-HC| 20 mM (pH 7,5) con glicerol 10
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%, ¥ <o almacend a 4° C, En estas condiciones la enzima se mantiene activa y

estructuralmente estable durante varios meses.

2.5.9 - Actividad medida por disminucion de la absorbancia del complejo

amilosa-iodo

2.5.9.1 - Actividad en funcidn del tempo

Se prepararon mezclas de reaceldn con 1mg/ml de amilosa, buffer fosfato 50 mM
{pH 7,5) v 0,8 pug de HBE (0,016 pg/ul linal) en un volumen final de 50 pl, que fueron
[ncubadas a 30° C durante 0, 2, 4, 10 v 30 minutos. Al finalizar las Incubaciones, se
agregaron & las mezclas 950 pl de reactivo de iodo, v se hizo una curva espectral entre
400 v 700 nm. El mismo procedimienta fue llevado a cabo sobre muestras de reaccion
conteniendo 1.5 pg de o-amilasa (Sigma, de pdncreas porcing; nimero de catdlogo A-
6255) en lugar de HBE.

2.5.9.2 - Actividad en funcién del pH

Mezclas de reaccidn conteniendo 1mg/ml de amilosa, 0.8 pg de HBE, y buffer 50
mM del pH que corresponda en un volumen final de 50 pl, fueron incobadas a 30° C
durante 8 minutos, Como en el apanado anterior, se agregaron 950 pl de reactivo de
indo a las mezclas, y finalmente se midié la absorbancia a 660 nm. Los buffers
utilizados en este ensayo fueron: citrato de sodio para el rango de pH 3 a &, buffer
fosfato de sodio para el rango de pH de 6 a 8, y buffer Tris-HCI para el rango de pH de
Bag.

2.5.9.3 - Actividad en funcién de la temperatura
Mezclas de reaccion preparadas de la misma manera que en el apariade 2.5.9.1

fueron incubadas durante B minutes a 15, 25, 30 37 y 45° C. Nuevamente, se agregaron
950 pl de reactivo de iodo a las mezclas v se midis la absorbancia a 650 nm.
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2.5.9.4 - Actividad en funcion de la concentracion de HBE

En este caso las mezclas de reaccion contenian 1mg/ml de amilosa, buffer fosfato 50
mM{pH?75) v 020406081 1,6 v3.2 pg de HBE en un volumen final de 50 pl. Las
mismas fueron incubadas a 30° C durante 8 minutos, v luego se les agregaron 950 pl de

reactivo de iodo y se midio la absorbancia a 660 nm.

2510 - Ildentificacion de las ramificaciones generadas por HBE por
electroforesis en gel de poliacrilamida asistida por fluoréfore (FACE)

La técnica FACE consiste en derivatizar carbohidratos a partir de su extremo
reductor libre, con un fluordforo que tenga un grupe amino primario, dando comao
resultado una base de Schiff. En los ensayos agui descripios se wtilizd el MMuordfom
ANDS (Figura 2.22). Loego del tratamiento se hace una corrida electroforitica en geles
de poliacrilamida de alta densidad donde los carbohidratos son  separados
principalmente en funcién de su pese molecular, aunque la conformacion del ghicido
también influye en su movilidad. Por ejemplo, peeden ser separados celobiosa de
maltosa, o glucosa de galactosa (129). Finalmente los geles son iluminados con luz de
una determinada longitud de onda (entre 300 y 420 nm, dependiende de la longitud de
onda de excitacidn del fluordfora), luege son fotografiados con una camara digital, v la
intensidad de las bandas comespondientes a los carbohidratos derivatizados con el

fluorotore puede ser cuantificada mediante densitometria.
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Figura 2.22: Exuowrs del ANDS, y reaccion en la que se forma una base de Schill con una molécula
de gheonsa. El products fivorescente es la forma reducida de 1a base de Schiff, que se geneta mediante el
apregachs de MalCMNBH:,
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2.5.10.1 - Obtencion de preductos de reaccion

Se disefiaron experimentos para analizar la generacidn de ramificacicnes sohre
amilosa por accion de HBE en funcion del tiempo v de la concentracién de enzima. Para
el caso de la curva de tiempo, en un volumen final de 20 pl se colocd amilosa 1 mg/ml,
buffer fosfato 20 mM (pH 7,5) v 0,32 pg de HBE (0,016 pg/pl final) a 30° C durante 0,
4, 10, 30 v 60 minutos. La reaccién fue detenida incubando las muestras a 100° C
durante 5 minutos, Una vez gue las muestras se enfriaron, se reguls el pH con buffer
acetato de sodio pH 6 (concentracion final 100 mM), y luego del agregado de B0
unidades de isoamilasa (Sigma, de Pseudomonas sp.), se incubaron nuevamente durante
4 horas a 37° C (en un volumen final de 25 pl). Para la derivatizacidn con el fluordforo
de los productos de las reacciones, se adiciond a cada muestra 5 pl de ANDS 0,15 M v
5 pl de MaCMNBH3 1 M, y se las incubd durante 1B horas a 37° C. Por dltimo, los
incubados fueron Hevados sequedad en evaporador centrifuge de vacio {Jouan, modelo
RC 10.09], resuspendidos en 10 pl de agua destilada, y después de agregarles 2.5 pl de
5B 5X se llevid a cabo la electroforesis (como se detalla en el apartado siguiente).

Para la identificacidn de productos en funcidn de la concentracion de enzima, se
incubaron durante 8 minutos diferentes cantidades de HBE (0,08 0,16 0,32 0,64 v 1,28
pg) con amilosa 1 mg/ml, mientras que para las curvas saturacidn, los incubados fueron
de 25 minutos y se utilizaron concentraciones de amilosa entre 0.1 v 1 mg/ml con 0,16
pg de HEE.

Para la cuantificacion de los productos de reaccion, paralelamente a cada experimenta
se realizd una curva de calibracidin con cantidades conocidas de maltoheptaosa.
Generalmente, se incubaron 20 pl de maltoheptaosa 1 mg/ml (4 pg) con 10 pl de ANDS
0,15 mM y 10 pl de NaCNEH3 1 M, a 37° C durante 18 horas. Luego se realizaron
diluciones seriadas, de manera tal que se obtuvieran alicuotas de 10 pl con 12,5, 25, 50,
100, 150, 200 y 250 pmoles de maltoheptansa, a las que se agregd 2,5 pl de SB 5X para
realizar la electroforesis.

Los controles de identificacion de oligosacaridos en incubados de amilosa sin HBE,

sdlo con HBE y sdlo con ispamilasa, se realizaron como se detalla en la siguiente tabla:
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-HBE ! -Ispamilass | +HBE / -isvamilasa| -HBE ¢ +iscamilasa | +tHBE / risoamilasa

Amilosa T mg/al -t 51 sl Sl

Baifler fnsfaen (pH 7.5) 20 4l T a ] 3]

mM

HBE (0,32 pg) N 51 NO 3]

[ Baiffor HRE= 51 ND 5 MO
2 harss a 30 °C

Lscamilass (3000 urdades) MO [u14] 4l 51

Buffer spamilasa® S-I ‘:T'I 5l k1|

[ 2 barss 0 25 °C

* Es el buller e el gue se encosnirs HRE purifecads (buffer Tris-HC 30 mbd pH 7.5 con 10 % de glicers]),

** Buffer acetsto de sodio pH & (cap 100 mM],

2.5.10.2 = Electroforesis, adguisicion de imagenes y densitometria

Se prepararon geles de poliacrilamida segin el método descripto por Laemmli (95),
pern obviando el uso de SDS. Para la construccion de los geles v para la corrda
electroforética se utilizd el eguipo Miniprotean Il Dual Slab Cell Electrophoresis
System (BioRad), El gel separador contenia 19 % de acrilamida y 3% el gel
concentrador, ¥ sus dimensiones eran 5 cm de alto por 8 cm de ancho, v un espesor de 1
mm. En todas las corridas electroforéticas las muestras fueron sembradas en carriles
alternados. Las corridas se realizaron a 10 mA durante 30 minutos v a 16 mA durante 3
horas aproximadamente (0 hasta el momento en que el frente de corrida indicado por el
azul de bromaofenol sale del gel).

[nmediatamente después que termina la electroforesis se expusieron los geles a la
imadiacion con luz UV-B (280-320 nm) y se tomaron imagenes con una camara digital
y el filiro fotogrifico Amplex Gold (Molecular Probes, mimero de catalogo A24772)
para seleccionar solo la radiacion emitida comprendida entre 485-655 nm. La seleccidn
de la fuente luminica y del filtro se realizo teniendo en cuenta las longitudes de onda
miximas de absorcidn (310 nm) y de emisidn (450 nm) del fluordforo. El tiempo de
exposicidn fue de 0,5 segundos, ¥ en todos los casos se tomd una tinica fotografia
abarcando tanto los geles de los productos de reaccidn como los de la curva de
calibracion correspondiente. Para la cuantificacion de la fluorescencia se utilizd el
programa Imaje] (146, 147), en el que se pueden utilizar dos métodos. Uno consiste en
la medicion del drea de cada pico corvespondiente al electroferograma de cada carril
(Figura 2.23-B), analizando la intensidad total dentro del drea del gel seleccionada en

funcidn de un salo eje, en este caso el eje vertical. La intensidad correspondiente a cada
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banda se derermina trazando una linea de base uniendo los valles adyacentes a cada
pico, ¥ midiendo el drea bajo la curva. El otro método es el utilizado para cuantificar la
fluorescencia en ensayos de biologia celular. En este procedimiento se selecciona el
drea especifica donde se desea medir la fluorescencia (en este caso se seleccionaron
bandas). Luego, a la Intensidad registrada se descuenta una flucrescencia de fonde,
obtenida del promedio de la intensidades provenientes de 3 o méas mediciones realizadas
en diferentes campos del gel donde no hay ninguna banda. En las Figoras 2.23 A v B se
muestra un ejemplo realizada sobre el carril 5 de la Fipura 2.23 A, donde puede
observarse la manera en que se realizan las selecciones en ambas metodologias.

5i bien las dos formas de medir la fluorescencia armojan resultados muy similares, se
optd por utilizar aquella en la que se seleccionan las bandas individuales (Figura 2.23-
B) debido a que en muchas de las corridas electroforéticas algunas bandas sufren una
deformacion en sus extremos, impidiendo gue en la cuantificacion de la intensidad en
funcion del eje vertical se logren limites bien definidos entre las bandas (notar la
intensidad del valle entre las bandas de maltoheptaosa v maltooctansa en la Figura 2.23-
B). Sipoiendo los lineamienios descriptos por los desarrolladores, se midio la
fluorescencia de cada banda, Para corregir la sefial de fondo se reallzaron mediciones en
3 o més regiones cercanas a cada banda y realizando un promedio de dichas medidas
{intensidad media de tondo). En cada medicién el programa nos da los valores del area
seleccionada, la intensidad media (por unidad de drea), v la densidad integrada (rotal),
entre ofras cosas. De esta manera, la fluorescencia total corregida (FTC) para cada

banda se calculd de la siguniente manera:

FTC = densidad integrada — (drea de la banda * intensidad media de fondao)

5



Copinita 2 Ensrour ramificeate del glacdgens

Figura 2.23: Cuantiticacian de las handas obtenidas & partir de la eleciroforesis del producio de la
aceion conjunta de HBE v ispamilasa, derivatizados con ANDS. (A) Seleccion del drea gee contiens Lo
fluorescencia tal de un carril. (B) Seleccidn de las dreas cuoandds =@ realizs la coaniificacion individoas) de
las bapdas, Tambldin se realizan mediclones de la imeesidad (e de las bandas, gee luego s promedian
v &8 urilizan para descontar [y Hoocescencea de fonde (selecciones pequenas a ambaos lados de las bandas)
() Carril sin geleocion

2.5.11 - Actividad de HBE sobre la cadena glucosidica unida a glucogenina

2.5.11.1 - Liberacion de la cadena transferida medianie isoamildlisis

Glucogenina humana truncada v parcialmente glucosilada (HGNwt31) en su estado
dimérico (3 pM) fue avtoglucosilada en su maxima capacidad, incubando a 30% C con
320 pM de UDP-["C]-glucosa (20 mCi‘mmol) en presencia de 0,1 M MES (pH 7,0),
MnS50s 5 mM v BSA 1 mg'ml, en un volumen final de 5 pl. Luego de detener la
reaccion con EDTA 10 mM, se agregaron 0,7 pg de HBE en buffer fosfato de sodio (pH
7.5) 100 mM v se incubd durante 2 horas a 30° C. Por dltimo, se agreparon BOQOO
unidades de ispamilasa, vy se incubd durante 4 horas a 37° C. La cantidad de ['*C]-
glucosa unida covalentemente a glucogenina fue cuantificada de la misma manera que
se ha descripto en el apaado 1.5.5 del Capitulo 1 (pagina 42). Los controles con los
que se compard el resultado de este ensavo comprenden a glucogenina [Y“C]-
autoglucosilada en su maxima capacidad sin y con el agregado de HBE o solamente con

ispamilasa (Figura 2.17-A).
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2.5.11.2 - Cambio en el limite de f-amildlisis sobre la cadena glucosidica unida a

glucogenina

Glucogenina de conejo sin glucosilar (RGNapo31l) fue sometida a [4C)-
autoglucosilacion siguiendo el mismo protocolo detallado en el apartado anterior. Luego
se adicionaron a la mezcla 0.8 pg de HBE en buffer fosfato de sodio (pH 7,5) 100 mM y
EDTA 10 mM, y se la incubd 2 horas a 30° C. Posteriormente se¢ complementd la
mezcla con 5 pg de f-amilasa (Boehringer Mannheim Gmbh) en buffer citrato de sodio
{pH 5) 100 mM, se incubé a 30° C durante 1 hora, v Analmente se cuantificd la cantidad
de ["*Cl-glucosa unida covalentemente a glucogenina. Los controles con los que se
compard el resuliado de este ensayo comprenden a glucogening [*Cl-autoglucosilada
en su maxima capacidad sin y con el agregado de HBE o con [-amilasa solamente (ver

Figura 2.18).
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CAPITULO 3

SIMULACIONES  DE  DINAMICA  MOLECULAR  DEL  CAMBIO
CONFORMACIONAL REQUERIDD PARA LA TRANSFERENCIA DE LA
PRIMERA GLUCOSA DE LA GLUCOGENINA
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3.1 - INTRODUCCION

El ultimo estudio eristalografico de la glucogening publicado (89) fue realizado con
la isoforma 1 de la enzima humana truncada en su residuo 262 (HGN1A). Dicho rabajo
es el pnmero en que e logra résolver la estructura de la enzima humana, obteniendo
cnstales en 11 condiciones diferentes, comprendiendo especies no glucosiladas v
parcialmente glucosiladas, v dos mutantes una inactiva para la catdlisis v la otra inactiva
come aceptor de glucosas (descriptas en el capiwlo | como TE2ZM v Y I194F, segin la
numeracion correspondiente a fa enzima de congjo). El date mis revelador del estudio,
fue la presentacion de la estructura de la enzima en una nueva conformacion, en la cual
un segmento de 30 aminodcidos (residuos 60 a 20) se desplaza hacia una posicion en la
que el sitio activo queda encerrado (Fipura 3.1).

Este cambio estructural inducido por la unidn del sustrato al sitio catalitico ya habia
sido descripte para otras enzimas con actividad glicosilransferasa (1500, v se lo
denomina “conformacion cerrada” de la enzima. Se considera que la conformacion
cerrada es la forma acrive de la enzima, mientras que la abierta seria fnactiva. En el caso
de la glucogemina, cuando la especie cristalizada fue aguella que se encuenira
parcialmente glucosilada, no fue posible visualizar la cadena de glucosas unida a
tirosima-195 cuando se encuentra en su conformacion abierta. En cambio, ceando logrd
ser cristalizada en su conformacién cerrada, se observaron cadenas de 4 y 6 glucosas
ordenadas en el demimio con plegamiento Rossmann atribuido a la interaccidn con el
sustrato aceplor (34), permitiendo su visualizacion por cristalografia de ravos X, Una
posible explicacion seria que en la contormacion cerrada, las interacciones entre los
residuos metionina-75 y argining-77 {pertenccientes al segmento de 30 aminodcidos que
s¢ desplaza sobre el sitio activo) con las glucosas unidas a la tirosina, serian

imprescindibles para su correcto posicionamiento, posibilitando la transferencia de la

L1



Copitule 3: Primera glocogilecidn de fo glurogening

siguiente glucosa. Si esta hipitesis basada en la observacion de datos experimentales es
correcta, también podria ser valida para el caso en que tirosina-195 {eguivalente a la
tirosina- 194 de la proteina de conejo) es la que actia como sustrato aceptor para la
incorporacion de la primera glucosa. Sin embargo, en todas las  estructuras
cristalograficas resuelas de glucogenina, Ba tirosina-195 se encuentra a una distancia del
UDP-glucosa demastade grande como para que ocurra la glucosilacidn, siende 12 A la
minima distancia a la que se la ha encontrado (55). Resulta entonces evidente la
necesidad de un segundo cambio conformacional que acerque a tirosina-195 al sitio
active, aungue dicha estructura adn no ha sido revelada mediante el uso de herramientas
experimentales. Para el caso del dimero de glucogenina, en el Capitulo 1 se presentaron
evidencias que indican que 1a incorporacion de la primera glucosa ocurriria a través de
un mecanismo intersubunidad, por lo que el movimiento de la tirosina-195
correspondiente a una subunidad se llevaria a cabo hacia el sitio de unidn del UDP-

glucosa situada en la otra subunidad,

r‘u
oSy

Figura 3.1: Superposicion de estructuras de glucogening en sy conformacion cerrada v abierta, Se
representa el dimera de In conformacidn cermada enstalizado con UDP-glucosa (PDB [0 3T, donde
unn de las subunadades se colored segim su estructura secundarin, y ka otra en oolor gris. Para la estructusa
de In glecogening en conformacion cemada (PDB ID: 3U2T) se representa el mosdmero, también
coloreado sepun su estructura secundana como la subunidad del dimero con la que s realad T
superposician. El segmento de 30 amincécidos que cambia de posicién para funcionar como “lapa”™ del
srio active se colored en verde para el caso de B conformacidn abierta, v en rojo para la cerrada,
También sz representaron las mobéculas de UDP-glucosa en cada sitlo activo, ¥ |a Hresana=195 de cula
subanidad, siendo coloreada e gris s6lo 1a tirosina pereecients a ka subunidad quoe lleva el mismo colos,
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Es muy comun encontrar en muchas proteinas gue so estruciura necesita adoptar
diferentes estados conformacionales para poder cumplitr con so funclon.  El
conocimiento de la variedad de configuraciones accesibles para una proteina, asi como
2] detalle a nivel atdmico de cieros movimientos que pueden llevar a cabo, resulia
fundamental para una completa interpretacidn de las bases moleculares gue pobiernan la
funcion gue cumplen. En los dltimos afos, el gran crecimiento de la cantidad de
pstructuras de proteinas obtenidas experimentalmente, y el aumento del poder
computacional disponible, han colocado a las simulaciones moleculares como una
poderosa herramienta gue logra conectar la estructura de las protelnas con su dindmica,
Las simulaciones moleculares wvtilizan métodos computacionales para tratar de
reproducir las interacciones entre los atomos v asi comprender las propiedades de las
moléculas v materiales. Dichos métodos abarcan desde céloulos de mecanica cuantica
para un pequefic grupo de dtomos, hasta las simulaciones de dindmica clisica "de grano
gruesn”, en la cual el modelo en estudio es simplificado, representando en una tnica
particula un grupo de atomos (151).

Las simulaciones de dindmica molecular han demostrado ser un valioso instrumento
para investigar el comportamiento dinimico de macromoléculas estables a temperaturas
fijas, Sin embargo, generalmente las transiciones entre diferentes estados
conformacionales no tienen lugar durante los tiempos de una simuolacion convencional,
0 ocurren sdlo de manera accidental o a emperamras excepcionalmente altas. Las
simulaciones de dinamica molecular guiadas (SMD, por sus siglas en inglés de “steered
molecular dynamics™) representan una extensidn de este tipo de metodologia, en la cual
se aplica una fuerza externa a un grupo de dtomoes para obligarlos a desplazarse a una
determinada posicidn. Este tipo de procedimiento es ampliamente utilizado, por
ejemplo, en el esmdio de las interacciones responsables de la unidn de un ligando a una
proteina, donde se analiza la respuesta del sistema frente a la aplicacion de una fuerza
sobre el ligando, con el propdsito producir la disociacidn. También e ha utllizado en el
esiadio a nivel atdmico de prandes estiramientos reversibles que puede sufrir la
estructura de algunas proteinas, imitando lo que sucede cuando se utiliza la técnica
experimental de microscopia de fuerza awdmica para analizar dicho proceso. En esta

metodalogia la ecuacion que describe a la fuerza aplicada es la siguiente:
F=k$|:u#t_(?—?ﬂ)ﬂﬁh] (n
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donde k es la constante de fuerza, v es la velocidad, 7 es la direccidn v 7~ es la
diferencia entre la posicidn del dtomo (o grupo de dtomos) al tiempo ¢ con respecto a la
posicion inicial. Si el cambio en la posicidn (F-%,) a tiempo t no acompaiia al
desplazamiento determinado por v * ¢, entonces la fuerza ejercida serd mayor. De esta
manera, se puede representar la fuerza realizada en funcidn del tempo, o en funcidn de
la posicion del atomo o molécula donde se aplica la fuerza, v asi obtener un perfil de la

fuerza necesaria para llevar a cabo el movimiento deseado.
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3.2- OBJETIVOS

En vista de que hasta el momento no se ha logrado obtener de manera experimental
la estructura tridimensional que describe a la conformacion que la glucogenina necesita
adoptar para ubicar en posicliin de atague a la tirosina aceptora de la primera glucosa,
este capitulo estd enfocado a la obtencidn de dicha esouctura a través del uso de
simulaciones de  dinamica molecular guiadas, empleando las  coordenadas
midimensionales correspondientes al dimero de la enzima humana en su conformacion
cemmada. Ademas, el estudio es complementado con simulaciones de dindmica molecular
canvencionales para evaluar la estabilidad de la estructura final obtenida. Tanto en las
simulaciones guiadas coma en las convencionales se analizard la aparicidn de nuevas

interacciones que pudiesen favorecer la estabilizacion de la conformacidn de atague.
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3.3 - RESULTADOS

3.3.1 - Basqueda del camino para el acercamiento de la tirosina-195 al centro
activo

El estwdio aborda la autoglucosilacion  inter-subunidades intradimero de la
glucogenina ya que los dnicos datos estructurales existentes provienen de estudios de
difraccion de ravos X de su forma dimérica. Para acercar la tirosina-195 de wna
subunidad hacia el UDP-glucosa situado en el sitio activo de la oma subunidad se
emplearon simulaciones de dindmica molecular guiadas (SMD), para las que es
necesario definir una coordenada de reaccidn, 1al come el cambio en la distancia entre
los centros de masa de dtomos o moléculas, o el camblo en el valor de un dngulo
determinado. En el sistema que agui se estudio, fue seleccionada como coordenada de
reaccién la distancia entre el dtomo de hidrdgeno del grupo hidroxilo perteneciente al
residuo tirosina-195 de la subunidad a del dimero de glucogenina (HH-Y195a), v el
oxigeno anomérico de la porcidn glucosa del UDP-glucosa de la subunidad b (O3h-
LDPGE). La eleccion se baso en los resultados publicades por Chaikuad er al. en 2011,
donde se presentan fuertes evidencias que apuntan a que la autoglucosilacidn de
glucogenina seguirfa un mecanismo tipa Sni (89). El primer paso de este mecanismo
involucra la formacidn de un idn oxocarbenio comao intermediario, facilitado por la
protonaciin de O3b-UDPGhH por parte del sustrato aceptor, con el posterior atagque
nucleotilico del grupo hidroxile deprotonado del sustrato aceptar hacia el carbono
anomérico de la molécula de plucosa gque sera transferida (Figura 3.2), En las
simulaciones de dindmica molecular no se realizan cileulos referidos a redistribucion de
cargas, ruptura v formacidn de enlaces, etc., imposibilitando la visualizacion de

reacciones quimicas. Sin embargo, se puede analizar la ocurrencia de estructuras que
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mas s8¢ asemejen al estado de transicién de la reaccidn en estudio, denominadas
“conformeros de atague cercano”, o NACs, por sus siglas en inglés de “near attack
conformers”™ (152). Ya en 1946 Linus Pauling propuso un concepte ampliamente
aceplado en la acmwalidad, segin el cual la base de la catalisis enzimatica radica en la
mayor afinidad que poseen los sitios activos de las enzimas por la estructura iniclal del
sustrato en el estado de transicion, con respecto a la afinidad por la estructura del
sustrato (153). En el caso de la reaccion de la glucosilacion de tirosina-195, el primer
evento que se llevaria a cabo es la protonacion de O3b-UDPGE por parte del hidroxilo
de |a tirosina, por lo que se definira como NACs en este sistemna a las estructuras en las
que se encoentra formado el enlace puente de hidrdgeno entre HH-Y195a vy O3b-
UDPGE, siendo ésta la coordenada de reaccidn que se ellghd para las simulaciones
SMD, como se menciond anteriormente. Ademas, se tomd un valor para el ingulo
optimo del puente de hidrogeno de entre 150° v 180" (154). En la Figura 3.3 se

esquematiza la estructura definida como NAC en el sistema que agui se estudia.
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Figura 2.2; Mecanismo propoeste por Chaikuad et af, (B9 para o mecanismo de suoglucosilacion de
glucogening. Las lineas punieadas representan enlaces en formacidn o rupura.

Figura 3.3: Esquemnsa gue representa los requernmientos de distancia v dngulo de scercamiento para ¢l
pucnbe de hidnﬁlg:m:l formado entre HH-Y [ %54 }'ﬂﬁh—-Ll’[}Pﬁh gL describen la estrsctura del Nal,
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Cuoando la direccion en la que se realizd el movimiento de aproximacion fue
directamente hacia e O3b-UDPGH (Figura 3.4, flecha azul), no se observé una
disminucion de la fuerza aplicada al llevar a tirosina-195 hasta la posicion del UDP-
glucosa (Figura 3.5-A, marcado con =*). La mayectoria que resulid conveniente para
[levar a cabo el movimiento de tirosina-195, fue en cambio aquella en la gue se dirige a
HH-Y 195 hacia el centro de dicha cavidad (Figura 3.4, flecha roja), observandose una
disminucion total de la fuerza aplicada una vez que se alcanzo la minima distancia entre
el HH-Y195a v el O3b-UDPGh (Figura 3.5-A, marcado con *). En la Figura 3.5 se
comparan las distancias entre HH-Y 195 v 03b-UDPGH en funcidn del dempo para las
SMD realizadas en las 2 direcciones mencionadas, ¥ sus correspondientes pertiles de la
fuerza aplicada. 51 hien cuando se utilizo la direccion hacia O3b-UDPGh la distancia
entre HH-Y 1950 y O3b-UDPGH alcanzada fue menor (Figura 3.5-B), la disminucion en
la fuerza aplicada fue, en cambio, claramente mayor cuando la orientacion empleada fue
hacia el centro de la cavidad (Figura 3.5-A, marcado con *), indicando que algin evento
ocurrido durante la simulacion provocd que no sea necesaria la aplicacion de una fuerza
para que el HH-Y195q permanezca en el lugar al que ha llegado. En el apartado
siguiente (3.3.2) se analizaran las bases moleculares determinantes de la diferencia
observada en estos perfiles de fuerza. En base a estos resuliados, se prosiguld con el
estudio utilizando la crientacidn que dirige a tirosina-195 hacia el centro de [a cavidad
(Figura 3.4, flecha roja).

Figura 3.4: Direcciones wilizadas en la dsqueds del camino para gue tirosing-195 logee colocarse en
posicidn de sague para la Incorporacidn de la primera glucosa. La flecha color azul indica la direccitn
hacia ¢ O36-UDPG, ¥ la fecha roje hacia of carbong a del sesidun lksing-B58 (no representado en b
imageny. (A) La cadena principal de la subunidad dosde se encuentra la molécula de UDP-glucoss se
rEprEsenla oo clidas, con una coloracidn correspondiente & su estruciura secundaria (hétice o en amarillo
v Mminas [ en azl) La klice-a de la subunbdad que contiene La drosing-19% sobre o que se aplica la
fuerza se encuenivs ooloreada en naranja, (B) La imagen presentada en (A) con ol agregade de una
representacitn de la superficie (color gris con ransgarencia) de la subunidad hacia b que se dirge HH-
Y 1958, donde pukde visualizarse como gueda definida la cavidad por la que tirosina-195q puede acceder
al UDP-glucasa.

108



Copdule 30 Primora glocadiidcidn de la glucogeaing

= am-11

Fuerza (keal - mal-1

A)

HH-Y 195 O3h-UDP(

Tiempis (ns)

Figura 3.5: Perfil de fweres aplicada (A1 v distancia entre HH-Y 195q ¢ O38-UDPGH (B en funcion ded
fhernpa de simalacion, para las dos direcciones empleadas. para realizar e desplazamiento. Con linea mja
56 presemtan los resubados cuando se divigic o HH-Y1%5a directamente hacio O3b-UDPGhH, ¥ con linca
negra lod coresponlientes ol movimiento mealizado hocia ¢ cemtm de la covidad, Para ambas
afmitildackomes SMD s wiilizg wia k = 10 keal - mol™? -

En la Figura 3.6-A se encuentran representadas las fuerzas ejercidas sobre HH-
¥ 195a en funcidn del tiempo de simulacidn para dos constantes de fuerza diferentes (2
v 10 keal + mol” + nm), ¥ en la Figura 3.6-B la variacidn en la distancia entre HH-

Y1950 v 03b-UDPGHE correspondiente. Como puede apreciarse, la minima distancia
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enire HH-Y195¢ y O3b-UDPGH alcanzada en cada simulacian SMD coincide con una
disminucion en la fuerza aplicada. 5in embargo, solo en la SMD donde se empled el
menor valor de K, la distancla entre HH-¥195a y 03b-UDPGb llegd a tomar un valor
cercanc a 2 A, en el que se considera que el enlace puente de hidrigeno se ha formada,
milentras que cuando se uso k = 10 keal - mol'' - nm™ no se logrd alcanzar una distancia

propia para un enlace de este tipo

=

p—
=

= I kcul- mod 1 - o2
1D Read - mol: ] - smia-2

=
S
1
I

®= = b B

Fucrza (keal - maol-1 - nm-1%
= b B >

we)
Distancia HH-Y195a __ O3b-UDPGh (A)

Ticmpo (ns)

Fipura 3.6; Perfil de fuerza aplicada (A ) ¥ disianda entre HH-Y 195a y O3h-UDPGH (B) en funcién del
tiempo de simulacian, utilizands ma & = 2 (lnea moja) o 14 (Hnea negra) keal « maod' - nm
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El hecho de que cuando menor fue la magnitud de la k wiilizada, se registraran
valores menores para la distancia minima entre HH-Y195¢ y O3b-UDPGH puede
deberse a que HH-Y1950 tendria mas libertad para explorar diferentes posiciones
cuande la k es mas pequedia, permitendo que pueda encontrarse con O3b-UDPGH v
formar un enlace puente de hidrdgeno con éste. Precisamente, en ¢l perfil
comespondiente a k = 2 kcal - mol? - nm* la fuerza no disminuve a los valores
obtenidos cuando k = 10 keal + mol” - nm™?, ya que la presencia del enlace puente de
hidrogeno entre HH-Y195a y O3b-UDPGE mantendria alejado a HH-Y195a de la
posicion a la gue se le esta forzando a llegar. En la Figura 3.6 también puede advertirse
fue mientras menar es el valor de k empleado, mayor es el tiempo necesario para que se
alcance la minima distancia entre HH-Y195a y O3b-UDPGh, debido a que HH-¥15%54
demora mas tempo en alcanzar la posicidon de referencia determinada por v * 1
(ecuacidn 7). Vale la pena aclarar que todas las simulaciones SMD presentadas en las
Figuras 3.5 v 3.6 fueron mas largas que lo representada. Sole se graficd hasta el tiempao
de simulacion en que se alcanzd la minima distancia entre HH-Y 1950 y O3b-UDPGh
para una visualizacion mas clara de los resultados. En los tiempos posteriores (no
graficados) la posicion de HH-Y 1950 sobrepasa la posicion que ocupa el UDP-glucosa,

alejindose del mismao.

3.3.2 — Interacciones estabilizantes de la conformacion final

Cuando se analizaron las travectorias correspondientes a cada SMD donde se aplicd
la orienmtacidn que diright a tirosina-195 directamente hacia el centro de la cavidad, se
identificd la formacion de interacciones que acompafiaron la disminucion de la fuerza
aplicada. De este modo, se encantrd que el grupo carboxilo del residuo aspartato-125h
forma un puente de hidrdgeno con el hidroxdlo de la serina-196a, inmediatamente
adyacente a la tirosina-195a sobre la gque se aplica la fuerza (Figura 3.7, A) El
aspartato-125 fue previamente identificado por cristalografia de rayos X, como un
aminodcido importanie en la unidn del extremo no reductor de una cadena de glucosas
al sitio de unidn del sustrato aceptor (Figura 3.8). Lo mismo sucede con las
interacciones hidrofdbicas encontradas entre tirosina-195a v los aminodcidos leucina-
214k v metionina-75b (Figura 3.7-B), que también estan presentes cuando el swstrato
aceptor es un oligosacirido (8Y). Por otra parte, el aminodcido arginina-77b,

perteneciente al segmenta que actia como “tapa” del sitio activo, muy importante en la
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estabilizacidn de la conformacidn cerrada por su interaccion con los grupos fosfato del
UDP-glucosa, podria participar facilitando la Negada de tirosina-195a a traveés de la

formacion de enlaces puente de hidrégeno entre alguno de los atomos de hidrdgeno de

los prupos amino de la cadena lateral v el grupo hidroxile de tirosina-195a (Figura 3.7-
A).

Figura 3.7: Detalle de las  inleracclones
generadas  cuando  oresina-19%  alcanza  una
paslckén de alague para la incorporacidn de la
primera glucosa (Bl Con linea puniesds se
indican los enlaces puente de hidedgenn formados
apre HH-Y 195 v O3k-UDPMG, asi como tamibidén
aguellos  encomrados entre  serina-1Y9%6a  y
aspantaio- 1250, tirosing-1495%0 ¥ arginina-750, v s
arupos fosfain del UDP-glucosa v arginina-77h.
Los mimserns en gris indican las distancias en A,
Tambidn peede ohservarde la disposicion paralela
de log anillos sropidlices de lieesing-1978
wpafano-1280, En (A} se repesenta la
despasichin de los aminodcidos antes de efeciuar ¢l movimiena. En () se muestra |3 oslsma shuacidn
que en (B), pero desde un dngulo que favorece la vissallzackin de las posiclones de lencinz-214hb ¥
metionina-75b con respecto a la de tosina-195¢. En el extremo superior izquierdo se coloct un Lndicedor
de la orientaciin de los ejes w, v, £

Una diferencia importante con respecto a los datos experimentales en los que se
encuenira una cadena de glucosas como sustrato aceptor (B9) en lugar de tirosina, es gue
en Ios resultados aqui presentados tirosina-197« no interacciona con el sustrato aceplor,
sino que cambié su posicidn dirigiéndose hacla el Intertor de la hélice-a que la contiene,
generando una interaccion hidrofdbica importante con el triprofano-1280b (Flgura 3.7).
Incluso, cuando se wtilizd una k = 10 keal - mol! - nm?, drosina-1976 continda su
movimiento ubicidndose atin méds adentro de la hélice-a gue la contiene, en una zona
muy rica en aminoacidos hidrofobicos, como leucina-189a, leucina-198a, fenilalanina-
201a vy fenilalanina-245a (Figura 3.9),

112



I LR R E I e R

Capitulo 3: Primera glucosilncidn de s glucogenian

Figura 38: [Imeracciones descriplas  poar '-

cristalografia de rayos X enire los aminodcidos del h \

siio activo v una cadena de glucosas que acaba de - I

atuar coma acepiora de ima mokécula de glucosa Figura 3.9: Disposicion de tirosina-197o dentro

(“Glc 0"y “Glc 1* es el extrema reducior del  de la kélice-o que la contiene. Con lineas v esferas

ofigosacdrido que sirvid Com SUSLRID 2Ceplof en se representan throsina-195g y trosina-197a,

una reaccign de susttecion nucleofilica inkema mientras que lepcina-18%a, lewcina-1%8a,

(Sni} Imagen iomada de Chaikuad er el. (89]. fenilalanina-2010 v fenilalanina-2454q =o
representan silo con lineas

En la Figura 3.10 se presenta la evolucion en funcidn del tiempo de las distancias que
definen las interacciones mencionadas, donde se puede apreciar la cooincidente
disminucion de la fuerza aplicada con la aparicion de cada una de esas interacciones.
Motar que la interaccion de tirosina-195ag con arginina-77h es inmediatamente anterior a
la formacion del puente de hidrdgeno que caracteriza a la estoctura del NAC. El
movimiento de la cadena lateral de tirosina-197 también pudo seguirse a través del
cambio en €l valor de los angulos dihedros psi v phi de tirosina-197 (Figura 3.11). De
esta manera es posible evidenciar el movimiento mas pronunciado de la tirosina-197
cuando se utllizd una k = 10 keal - mol? « nm™, ohservindose un mayor cambio en el
angulo psi (Figura 3.11-A), mientras que cuando se toma en cuenta la distancia entre los
centros de masa de los anillos arométicos de la tirosina-197a v el triptofano-1285, lo
que se observa es que en los dltimos ps de cada simulacion las cadenas laterales se
alejan un poco (Figura 3.10-C). Cabe destacar que las interacciones hidrofobicas (como
las que describen en los graficos C y D de la Figura 3.10) se hacen importantes cuando
la distancia entre los grupos es menor a ~6 A, siendo muy fuertes cuando se encuentran
a una longitud de ~4 A [155).

Cuando e analizo la trayectoria correspondiente a la SMD en que se direcciond a
HH-Y195a hacia el O3b-UDPGE (Figura 3.3, flecha azul) v se utilizd una k = 10 kecal -
mol! + nm?, se observd que tirosina-197a no cambid su posicidn hacia la regitn donde
se encuentra ¢l miptofano-128b. Tampoco se alcanzd a formar el enlace puente de

hidrégeno entre la serina-196a v el aspartato-1256. La dnlca similitud con respecto a lo
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observado en la otra orientacion utilizada, es la interaccidn hidrofdhica de tirosina-195a

con leucina-214b (resultados no mostrados)

i

-

Foerm (kcal-mnl- 1 nm-

hixbunsc @ [,3.,|.

ixtmmeiz (4

n!lLIlIIILlJi]I.JJ..I._I.....\,

ehistamci (A

dlestancia { A)

| | |
i . 4 i B 10 2 14 16 e 200 X2 24
nEmpo FIET]

Figara 310 [dsancias que describen [as inperacclones epcomradas de manera concomicame con una reduccicn
sigmificativa de la fuerza apdiceda paea los 2 valoees de L utilizados, 2 (lnea negra} v 10 {linea roja) keal - mal™! - nm
B registranon las dislanciss enire el dloma de hidedgena del grupo hidmailo de sedna-196 v dne de los oxigenos
del carhanilo de aspariata-1250 [B) €] cemiro de masa de les enilles sromdticos de trosing-19Ta y mpolenc- 12680
(G, los cerros de masa de las cadenas laterales de metiosing-75b {linea panteada) v lewcina-2 14b (linea continua),
com ¢l cenimo de mas de tirosina=195a (D), of 3ome de oxigeso del grape hidroxila de timsine-1550 ¥ uno de los
dtamas de hidndgeno de una de bos dos grupes aming de arginina-77h (E). En (A] se presentan Ios pefiles de fuera
aplicada comrespondientes,
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Figura 3.11: Evolucidn en funcidn del dempo de los dngulos dihedros pst (A) v phl (B} de tresina-
1970 para las simulaciones SMD a 2y 10 keal - mol'! - nm=;

3.3.3 - Conformaciones de ataque

Con la finalidad de evaluar la fermacidn, estructura y tiempo de permanencia de los
MACs luego de las simulaciones SMD, se pealizaron simulaciones de dindmica
malecular convencionales (CMD), tomando como punto de partida estruciuras
comespondientes a tiempos de simulacion en los que hubo una marcada disminucion de
la fuerza. Se eligio como punto de partida para llevar a cabo una simulacion CMD de 25
ns, una conformacion correspondiente al tiempo de simulacion de 21 ns de la SMD
donde se utilizd una k = 2 keal - mol! - nm™, va que en este punto se ohserva la
formacion del puente de hidrigeno que describe al NAC (Figura 3.7 B y C). En esta
simulacion pudo observarse que el puente de hidrogeno entre HH-Y 1950 y O3b-
LIDPGH se mantuvo durante mas de 15 ns, incluso con una convergencia hacia valores
menores en la distancia del enlace, asi como del angulo dptimo del enlace (Figura 3.12),
hasta que aproximadamente a los 16 ns se pierde, La representacion de la longiod del
enlace en funcion del angulo donor—H---aceptor constituye una buena manera de
visunalizar la coexistencia de distancias v dngulos en los enlaces puentes de hidrogeno
formados (Figura 3.13). En la Figura 3.14 puede observarse que previo a la pérdida de

la estructura NAC (aproximadamente a los 12 ns), se rompe tanto el enlace puente de
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hidrdgeno eatre el aspartato-125b v la serina-196a, como la interaccion hidrofabica

establecida por el apilamiento de los anillos aromaticos de tirosina-197a v triptofano-

1280, evidenciable mediante el andlists de la distancia entre los centros de masa de los

anillos aromaticos en funcidn del tempo.
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Figura 3,12: Variacion de |a dstancia (A v el angulo (B) en fancion del tlempe paga el enlace puenie
e highedgeno formade enre HH-19%0 v OOb-UDPG durante la simulacicn SMD.
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Figura 3.13: Bepresentacion de los NACs a través de la grafica de la disiancia en funcidn del dngulo de
acercamienta pars ¢l puente de hidrdgeno formade enire HH-Y195¢ v O3b-UDPGH en Lo siilacidn
CMD. El recuadm demarcade por las lineas rajas indica la disiancia v el ronge dptimo del dngulo para la
formacidn del enlace
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taptafano-126k.
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3.4 - DISCUSION

Hasta el momento no se ha logrado obtener experimentalmente la estructura
correspondiente a la conformacion requerida para la incorporacion de la primera
glucosa en la reaceidn de autoglucosilacidn de glucogenina. En este capitulo se
emplearon las simulaciones de dindmica molecular gulada (SMD) para tratar de develar
que conformacion podria dar cuenta de dicha reaccion. Las estructuras de glucogenina
disponibles para realizar este analisis han sido obtenidas por cristalografia de rayos X,
en las que se la encuentra formando un dimero, ¥ con drosina-195 a una distancla de 12
a 20 A de la molécula de UDP-glucosa de cualquiera de las subunidades {55, 89). En el
dimero, las primeras unidades de glucosa son transferidas mediante un mecanismo
Intersubunidad {156), por lo gue para que ocurra la glucosilacidn de trosina-195 debiera
haber un acercamiento de este aminodacido perteneciente a una subunidad hacia el sitio
activo de la otra subunidad donde se encuentra la molécula de UDP-glucosa.

Se han descripto experimentalmente dos estados conformacionales para glucogenina,
uno abiedo e inactive, ¥ otra cerrado v activa (89), siendo la estructura cerrada la
elegida para comenzar con este estudio. La estrategia del uso de SMD involucrd la
aplicacion de una fuerza sobre el dtomao de hidrogena del grupo hidroxilo de la tirosina-
195 de una subunidad (HH-Y195a), con direccion hacia la molécula de UDP-glucosa de
la otra subunidad, a una velocidad de 1 A/ns. La estructura del confdrmero de atagque
cercano {(NAC) que se buscd en este trabajo, comprende la formacion del puente de
hidrogeno entre HH-Y 195a del aceptor v el dtomo de oxigeno anomérico de la porcidn
glucosa del sustrato dador (O3b-UDPGH). Con el fin de lograr la formacion de esta
interaccidn, primero se utilizd una orientacion que dirigid a HH-Y 1950 directamente
hacia el O3b-UDPGh, aungue no se obtuvieron resultados positives. Por esto, se opta

por una orientaclon cuya tavectoria hace pasar a tirosina-195 por el centro de la
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cavidad que se forma cuando la glucogenina adopta la conformacion cerrada (Figura
34). En este caso, se evidencid wna significativa disminucidn de la feerza aplicada,
necesaria para trasladar a HH-Y'1950 a una posicion cercana a la de O3b-UDPGh como
para permifir la formacidn del poente hidrogeno (Figura 3.6). El andlisis de las
trayectorias de las SMD amojo informacion acerca de las interacciones responsables de
la mencionada caida en la fuerza necesaria para mantener a HH-Y 195a en la posicion
requerida (Figuras 3.7 y 3.100. En algunas de las interacciones encontradas participaron
los mismos aminoacidos que fueran descriptos cuando el sustrato aceplor es el extremao
reductor de una cadena de glucosas {Figura 3.8), como es el caso de las interacciones
hidrofohicas de tirosina-195a con metionina-75b y con leucina-214b, En el caso de la
arginina-77h, cuando el sustratn aceptor &5 una glucosa, su cadena lateral forma puente
de hidrogeno con la molécula de glucosa situada en el sitio “Gle-2" (Figura 3.8),
mientras que cuando el sustrato aceptor es tirosina-195, 1a arginina-77b podria participar
en la instancia inmediatamente previa a la formacion de la estructura NAC, Por otra
parte, la serina-196a v el aspartato-125b participan en la formacidn de puentes de
hidrdgeno con el sustrato aceptor cuando éste es un oligoglucano, pero formarfan un
impartante puente de hidrogeno entre ellos coando la reaccion es |a incorporacion de la
primera glucosa sobre frosina-195. El rol del aspamato-1256 es el gue permaneceria
invariable, siendo en ambos casos muy impomante en la estabilizacidn del sustrato
aceptor, El rol de tirosina-197a también es importante cualquiera sea el sustrato aceptor,
va sea Interaccionando con la molécula de glucosa werminal de un oligoglucano, o
cambiando su posicién para establecer una fuerte interaccidn hidrofébica con el
triptofano-128b que permite la estabilizacion de la estructura en la que tirosina-195
torma parte del NAC.

Cuando se llevaron a cabo simulaciones convencionales (CMD) a partir de la
estruciura obtenida luego de la simulacion SMD, el puente de hidrégeno que define al
NAC se mantuvo durante un tiempo considerable (mas de 15 ns). Ademds, durante ¢l
periode de tempo en que se manwvo el NAC, los valores de distancla y dngulo del
puente de hidrogens entre HH-Y1950 y O3b-UDPGh convergleron hacia wvalores
dptimos (Figura 3.12 v 3.13). La subsistencla de la estructura NAC durante un tiempo
considerable en la simulacién CMD harfa suponer que se ha encontrado la estructira
que se buscaba, v consecuentemente las interacciones determinantes de que esta

conformacion exista.
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En el presente estudio no se encontraron nuevos residuos aminoacidicos responsables
de la estabilizacion de tinosina-195 como sustrato aceptor, sino gque se describen
diferentes interacciones para algunos de los aminoacidos que ya se ha demostrado
experimentalmente que participan en la unidn del sustrato aceptor al sitio activo de
glucogenina, cwando éste es un oligoglucano (Figura 3.8). En este contexto resulta
logico pensar que los mismos residuos estén involucrados en la interaccidn con el
sustrato aceptor, independientemente de que se trate de la tirosina-195 o el extremao no
reductor de una cadena de glucosas.

Los resultados obtenidos representan la primera nocidn estructural acerca del cambio
conformacional requerido para la incorporacidn de la primera glucosa sobre tirosina-195
para dar inicio a la formacion del oligoglucano generado por la autoglucosilacion de
glucogenina, El conocimiento de las interacciones responsables de la presencia de este
cambio estructural podria ser tomado como referencia para el disefio de experimentos
gue corroboren lo observado mediante este enfoque tedrico.
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4.5 - Procedimientos Experimentales

3.5.1 - Herramientas v software

Para la preparacion del sistema se utilizd el programa LEaP (157, 158), v para la
minimizacidn de energia, equilibrado del sisterna con un arreglo microcandnico (NVE)
e isptermen-isobarico (NPT), v las simulaciones de produccidn, se utilizd el programa
ACEMI} (159), especialmente desarrollado para el uso de unidades de procesamiento
grifico (GPU) en la produccidn de simulaciones de biomoléculas. El GPU utilizado fue
el NVIDIA GeForce GTX 570, Para el andlisis de las trayeciorias se wsaron los
programas preaj v cppiraj (160), y para la visualizacion de las estructuras v preparacion
de imagenes el programa YMD (161).

3.5.2 - Preparacion del sistema

Las coordenadas atomicas del dimero de glucogenina humana utilizadas fueron
afquellas correspondientes a la enzima en su conformacidn cerrada, cristalizada con
UDP-glucosa y Mn** (89; PDB ID: 3T70). Las moléculas de agua eristalogrificas
fueron eliminadas, vy se cred una caja de solvatacion utilizando el modelo de agua
SPC/E (162), dejando una distancia minima de 16,5 nm entre cualquier dtomo de la
proteina y el borde de la caja. El campo de fuerza utilizado para describir los pardmetros
de la proteina fue el ff03 de AMBER (163}, mientras que para el UDP-glucosa se utilizo
el GLYCAM-06 (164) con la introduccion algunos parametros descriptos especialmente
para ésta molécula por Petrovd er al. (165). Las cargas fueron neutralizadas con iones
Ma', ¥ se agregaron iones Na® y Cl necesarios para una concentracion 0,15 M. El
resultado final es un sistema conslstente de 29373 moléculas de agua, con un total de
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96531 dtomos. Para todos los enlaces covalentes en los que se encuentran invalucrados
atomes de hidrigeno, se aplicd el algoritmo SHAKE (166) para restringir su longitud al
valor de equilibrio. Las Interacciones electrostaticas de largo alcance fueron manejadas
con und implementacion para GPU (167) del alporitmo PME (168). Para las
interacciones de Van der Waals entre dtomos no enlazados, se utilizé una distancia
limite de 9 A, con una distancia de intercambio de 7,5 A. La temperatura se mantuvo a
253 K mediante el vso del termostato de Langevin, con una constante de amortignacion
de 0,1 pst, El tempo de integracion empleado fue de 2 [x,

Se realizé una minimizacién de la energia durante 10000 pasos, seguida de un
equilibrade de 1 ns con un arreglo microcandnico (NVE), donde la posicidn de los
atomaos que componen la cadena principal de la proteina fue restringida utilizando una
constante elastica de 1 keal - mol? - nm ., Finalmente se llevd a cabo un equilibrado
isotérmico-isobdrico durante 6 ns, sin restriccion en las posiciones, y utilizando el
bardstate de Berendsen para mantener la presion a 1 ammdsfera. Luego, para todas las

simulaciones de produccion, se utilizd un arreglo canonico (NVT).

1.5.3 - Simulaciones de dinamica molecular guiada

Se aplicd una fuerza externa sobre el dtomo de hidedgeno del grupo hidroxilo de la
tirnsina-195 (HH-Y195) de una de las subunidades del dimero de glucogenina, en
direccion al centro de la cavidad ubicada entre dicho aminodcido v el UDP-glucosa. La
referencia gue se tomo para dirigir al HH-Y'195 hacia el centro de la cavidad fue el
catbono o del residuo lisina-B5. La conduccidn de HH-Y 195 fue realizada a diferentes
velocidades constantes (1, 2, 4 v 25 A/ns). También se aplicaron fuerzas de variada
Intensidad, a ravés del uso de distintas magnitades para la constante de fuerza k (2 y 10
kcal - mol? - nm~). Para wdas las simulaciones se utilizd el equilibrade NPT como
punto de partida, por lo que en todas ellas la posicion inicial de tirosina-195 fue la
misma. Luego de las diferentes SMID realizadas se llevaron a cabo sendas simulaciones
de dindgmica molecular convencionales (CMD), tomando como punto de partida el
tiempo indicado para cada simulacion SMD, En todas las simulaciones de produccion se
registraron las coordenadas cada 10 ps. En el caso de las simulaciones SMD las fuerzas
ejercidas sobre HH-Y195 y la distancia entre HH-Y195 y O3b-UDPG fueron
registradas cada 2 ps.
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Capitulo 1

El mondmero de glucogenina exhibio la capacidad de generar por autoglucosilacion un
olipoglucano con la misma longitud con la que lo hace el dimero. Esto implica gue
glucogenina puede Iniciar in vive la biosintesis de novo del glucdgeno inmediatamente
después que la enzima ha sido sintetizada, sin necesidad de que se alcance la concentracidn
requerida para su dimenzacion.

Se demostrd gque el mecanismo de glucosilacidn intrasubunidad interviene en la
autoglocosilacidn  del dimers de plucogenina. Mids ain, se comprobd que dicha
glucosilacidn intrasubunidad es imprescindible para que el dimero consiga producic una
cadena de glucosas con la longitod méaxima reportada.

Estos resultados dieron lugar a la siguiente publicacion;
“Mechanisms of monomeric and dimeric glycogenin autoglhicosylation.™
Issoglio, F. M., Carrizo, M. E., Romero, 1. M., & Curtino, 1. A. (2012).
Journal of Biological Chemistry, 287(3), 1955-1961.

Capitulo 2

= Se lognd obtener de manera recombinante la enzima ramificante de glucogeno humana

(HBE} activa, expresindola en células de Insecio Sf9. Esta es la primera vez que se reporta
la expresion heterdloga de una enzima ramificante de glucogeno de mamifero,

Mediante el uso de electroforesis de carbohidratos asistida por fluordforo (FACE) se realizd
un analisis del perfil de la longimd de las ramificaciones generadas por la HBE sobre
amilosa, manifestandose su preferencia por transferir maltoheptansa.

También se utilizé FACE en los estudios cinéticos gue llevaron a proponer que la HEE se
COMmportaria como una enzima alostérica. Esto resulta particularmente novedoso puesto que
en los estudios cinéticos de otras enzimas ramificantes publicados hasta el momento se
asume gue tendrian un compontamiento Michaeliano. Esta hipdtesis podria ademds hacerse
extensiva a gran parte de las enzimas gque pertenecen a la familia GH13, o al menos a

aguellas que presenten dominios que posean madulos de unidn a carbohidratos.
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* El oligoglucano de la glucogenina en su mdximo grado de awtoglucosilacidn, no fue
utilizado por la HBE para generar la primera ramificacidn de la iniclacién del glucdgeno,
indicando que para ello glucogenina debe alcanzar un grado de glucopolimerizacion mayor a

13 glucosas.

Capitulo 3

e Mediante el uso de simulaciones de dindmica molecular puiada (SMD), se encantrd un
posible camino para el acercamiento de la tirosina-195 de una subunidad del dimero de
glucogening hacla el sitio de unidn del UDP-glucosa correspondiente a la otra subunidad,
que explicaria de qué manera la conformacion de la enzima podria moverse, a fin de reducir
la distancia gue los separa para permitir la autoglucosilacidn.

o La estructura del confdrmero de ataque cercano (NAC) encontrado por SMD para la
incorporacion del primer residuo glucosidico a la trosina, two un tdempo de vida
considerablemente bueno al realizar una dindmica molecular convencional {CMD) a partir
de dicho conformera.

» En las interacciones halladas que podrian ser responsables de la estabilizacion del aceptor
tirosina-195 en la estructura del NAC, participan los mismos aminodcidos que han sido
descriptos en estudios cristalograficos previos, correspondientes al caso en el que el aceptor
era el extremo no reductor de un oligoglucano unido a la tirosina.

s Los resultados presentados en este capitulo representan el primer estudio en el que podria
ser descripto el estado conformacional requerido para la transferencia de la primera glucosa
en la autoglucosilacion de glucogenina dimérica, asi como los aminoacidos involucrados en

la estahilizacion de dicha estructura.
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