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V.1.

V.2.

V.3.

V.4.

V.5.

V.6.

V.7.

V.8.

S’ha obtingut el gen de I'enzim PBGD huma, s’ha clonat i expressat en E. coli. S’ha
establert un protocol de purificacid per les proteines PBGD i U3S humanes que ha
permes obtenir mostres concentrades i estables al llarg del temps.

Les proteines PBGD i U3S no interaccionen en les condicions in vitro estudiades, tal i

com demostren els experiments de pertorbacié del desplacament quimic realitzats.

S'ha determinat que I'enzim U3S és una proteina que es desplega irreversiblement,
obeint a un model d'estabilitat cinética. Els experiments de desplegament s’ajusten bé a
un model de tres estats (proteina nativa, proteina desplegada i estat agregat). A
temperatura fisioldgica, la proteina U3S té un temps de vida mitja de 61.1 h, i la seva

energia d’'activacié (E,) correspon a 101.5 kcal.mol™.

S’han clonat 25 proteines variants de la U3S corresponent a mutants patogénics en
humans, de les quals se n’han expressat i purificat 24. D’aquestes 24, se n’ha determinat
I'estabilitat cinética i I'activitat enzimatica, podent agrupar-les en quatre grans grups
segons el grau d’estabilitat i valors d’activitat relativa, que concorden amb la seva
patogenicitat. Els mutants associats a un fenotip més sever de PEC so6n els que

presenten una baixa estabilitat, 0 una activitat catalitica molt alterada per la mutacio.

Experiments de RMN han permés determinar que com a minim 3 dels 24 mutants
patogénics de la U3S presenten una conformacié tridimensional diferent de la de la

proteina salvatge. Aquestes tres mutacions estan associades a fenotips severs de PEC.

La tercera helix alfa de la proteina U3S s’ha identificat com un punt clau en I'estabilitat
cinética de I'enzim. La mutacié C73R, present en un ter¢ dels pacients amb PEC, es

troba localitzada en aquesta hélix alfa.

Els dobles mutants U3S-C73R/E71Q, U3S-C73R/E71K i U3S-C73R/E75Q tenen un terg
de l'activitat sintasa respecte la proteina U3S salvatge, i no reverteixen I'efecte de la
mutacié C73R.

Els estudis de I'expressioé de la proteina mutant U3S-C73R en cél-lules M1 indiquen que,

en les condicions experimentals assajades, aquest enzim mutant s’expressa, pero els

resultats d'immunotransferéncia demostren algun tipus d’anomalia a nivell proteic.
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Els experiments demostren que la proteina U3S és un enzim citoplasmatic mentre que la
proteina mutant U3S-C73R presenta un patr6 de dispersio cel-lular diferent, formant

aglomeracions citoplasmatiques.

Un tractament amb 0.5% de glicerol sembla que afavoreix la concentracié de la proteina

U3S intracel-lular, mentre que el 5% resulta toxic per les cél-lules.

S’ha descobert que I”inhibidor del proteasoma MG132 afavoreix 'augment de la proteina
mutant U3S-C73R en les ceéllules, obrint una nova linia potencial d'intervencio

terapéutica.



