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Abreviaturas

MWC: Monod-Wyman-Changeux.
TTS: Two tertiary states.

T: Estado cuaternario de baja afinidad. Cuando se refiera al estado cuaternario de una GNPDA se referira

al complejo GNPDA sin GIcNAc6P.

R: Estado cuaternario de alta afinidad. Cuando se refiera al estado cuaternario de una GNPDA se referira

al complejo GNPDA-GIcNACc6P.

t: Estado terciario de baja afinidad. Cuando se refiera al estado terciario de una GNPDA se referira al

complejo GNPDA sin GIcNACc6P.

r: Estado terciario de alta afinidad. Cuando se refiera al estado terciario de una GNPDA se referira al

complejo GNPDA-GIcNAC6P.

GNPDA: D-Glucosamina 6-fosfato desaminasa.

EcGNPDA: D-Glucosamina 6-fosfato desaminasa de Escherichia coli.
SoGNPDA: D-Glucosamina 6-fosfato desaminasa de Shewanella oneidensis.
hGNPDA: D-Glucosamina 6-fosfato desaminasa de Homo sapiens.
NagBI: GNPDA con plegamiento de tipo Rossman.

NagBII: GNPDA con plegamiento tipo SIS (aztcar isomerasa sintetasa).
GNPDAI: Gen que codifica la AGNPDA-1.

GNPDA2: Gen que codifica la AGNPDA-2.

GIcNACc6P: N-acetilglucosamina 6-fosfato

GIcN6P: D-Glucosamina 6-fosfato.

GlcNol6P: 2-amino-2-desoxi-D-glucitol 6-fosfato.

Fru6P: Fructosa 6-fosfato.

NH,": Amonio.

TH: Tirosina Hidroxilasa.

K,,: Constante de Michaelis.



K;: Constante de inhibicion.

L: Constante alostérica de Monod.

V: Velocidad maxima.

v: Velocidad inicial.

k... Constante catalitica.

h: Coeficiente de Hill.

Arg: Arginina.

Asp: Acido Aspértico.

Phe: Fenilalanina.

Met: Metionina

Ile: Isoleucina.

GIn: Glutamina.

His: Histidina.

Leu: Leucina.

Lys: Lisina.

Ser: Serina.

Thr: Treonina.

Tyr: Tirosina

PDB: Protein Data Bank.

DC: Dicroismo circular.

IPTG: Isopropil-B-D-tiogalactopiranosido.
HCI: Acido clorhidrico.

NaOH: Hidroxido de sodio.

Tris: Tris(hidroximetil)aminometano. 2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EtOH: Etanol.



Resumen

La Glucosamina-6-fosfato desaminasa (GNPDA, EC 3.5.99.6) o NagB es una enzima esencial en el
metabolismo de aminoazucares y ha sido descrita en diferentes organismos, desde bacterias hasta insectos
y vertebrados terrestres, pero se encuentra ausente en plantas verdes. Esta enzima cataliza la conversion
reversible de la D-glucosamina-6-fosfato (GlcN6P) a D-fructosa-6-fosfato (Fru6P) y amonio (NH,") y
posee un comportamiento alostérico, utilizando la N-acetilglucosamina-6-fosfato (GIcNAc6P) como su
activador alostérico. La forma mas estudiada de esta enzima pertenece a Escherichia coli, en la cual se
encuentra como una proteina hexamérica con una cinética cooperativa en ausencia de su ligante alostérico

y una activacion K tipica cuando se satura con este.

En vertebrados terrestres existen dos genes que codifican dos isoformas distintas de esta enzima,
GNPDAI y GNPDA?2 dando lugar a cadenas de 289 y 276 residuos respectivamente, de estas dos
isoformas AGNPDA-1 ha sido estudiada cinéticamente y se encontré que poseia una activacion alostérica

cruzada, llamada antiérgica, de tipo K'7" y no posee actividad notable en ausencia de GIcNAc6P.

En este trabajo se estudio la cinética de la AGNPDA-2 en soluciéon y nanoencapsulada en sol-gel de
ortosilicato y se encontrd que posee una cinética antiérgica de tipo K’V muy similar a la de A=GNPDA-1
pero con constantes distintas; ademds parece poseer un efecto de cooperatividad homotrdpica por el
sustrato a altas concentraciones de GIcNAc6P y una ligera inhibicion por sustrato. Al encapsular la

enzima encontramos que esta inhibicion se encuentra ligada a la transicion alostérica cuaternaria.



Introduccion

Cooperativiad y Alosteria

La mayoria de las enzimas presentan un comportamiento cinético hiperbdlico que obedece la ecuacion
Michaelis-Menten. Para incrementar la velocidad de una reaccion que obedezca el modelo Michaelis-

Menten de 0.1/a 0.9V, donde V es la velocidad maxima de esta reaccion, se requiere incrementar la
., 1
concentracion del sustrato desde un noveno de su K, hasta nueve veces su K,, (de SK’” a9Kk,),loque

significa un aumento de 81 veces la concentracion del sustrato. De esta misma forma, una reaccion
sometida a inhibicién competitiva necesita un aumento de 81 veces su K en la concentracion del

inhibidor para bajar la actividad de 0.9V a 0.1V (11, 23).

Al necesitar una variacion tan grande en las concentraciones de sustratos e inhibidores, este tipo de
control seria insuficiente en un sistema que sostiene la concentracion de metabolitos en un rango muy
estrecho, esto ha causado la aparicion de otros sistemas de regulacion en la célula que puedan ser muy
sensibles a las variaciones en la concentracion de los metabolitos y que no obedezcan el comportamiento
de cinética hiperbolica. Uno de estos sistemas de regulacion es la cooperatividad, 1lamado asi por que
deriva de una —eoperacion” entre los sitios de unién en las macromoléculas oligoméricas cuyas
subunidades acttian de manera no independiente entre ellas. Esto modifica la afinidad aparente de los
sitios de union a un ligante entre mayor sea la saturacion de los otros sitios de union en la misma

molécula.

La cooperatividad se encuentra caracterizada por una curva sigmoide cuando se grafica la funcion de
saturacion de la macromolécula contra la concentracion del ligante. Esto puede describirse de manera
conveniente utilizando esta expresion empirica conocida como la ecuacién de Hill (ecuacion 1) (23),
donde v corresponde a la velocidad inicial de reaccion, V a la velocidad maxima que puede alcanzar la
reaccion, Ky s al igual que K, en la cinética hiperbdlica, es definido como el valor de la concentracion del
sustrato [S] cuando v=0.5Vy S es la concentracion inicial del sustrato. El coeficiente de Hill (#) es un
coeficiente empirico que describe el grado de cooperatividad de una enzima; una enzima no cooperativa
con un comportamiento hiperbdlico posee un coeficiente de Hill igual a uno (4=1). Se denomina
cooperatividad positiva a la desviacion de la cinética hiperbolica caracterizada por 4 > 1 y cooperatividad
negativa a la desviacion de la cinética hiperboélica caracterizada por 4 < 1 (figura 1). El valor de este

coeficiente no puede superar al numero de sitios de uniéon que posee un oligémero (42).
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Figura 1. Simulaciones de la ecuacion de Hill con diferentes coeficientes de Hill, K,s=150 y V’=1. Cuando el coeficiente de Hill
es 1, la curva de saturacion es hiperbolica. Al incrementar el coeficiente de Hill la curva de saturacion se torna sigmoide y la
afinidad aparente por el sustrato se encuentra en aumento, lo que indica la aparicién de cooperatividad. Al disminuir el

coeficiente de Hill la afinidad aparente por el sustrato disminuye, lo que es llamado cooperatividad negativa.

Varias enzimas cooperativas son también alostéricas, sin embargo esto no significa que estos dos
fenomenos sean causados por el mismo mecanismo ya que expresan dos propiedades distintas de las
moléculas. Historicamente se ha considerado cooperatividad al efecto homotrdpico, el cual indica el
acoplamiento energético de dos ligantes iguales unidos a la macromolécula mientras que alosteria ha sido
considerado al efecto heterotropico, el cual indica el acoplamiento energético de dos ligantes distintos

uniéndose a la macromolécula (15).

Un sitio alostérico es definido por Aron Fenton como el sitio de union en la proteina al cual se une el
efector alostérico (16). Este efector no es quimicamente idéntico al sustrato, produce un cambio en una
propiedad funcional de la proteina y ademas se une a un sitio topograficamente distinto del sitio funcional

de la proteina.



Uno de los modelos utilizados para describir la interaccion que existe entre una proteina alostérica y su
ligante ha sido propuesto por Jacques Monod, Jeffries Wyman y Jean-Pierre Changeux en 1965 (27). El
modelo de MWC postula que una proteina alostérica es un oligdbmero cuyos protdmeros (subunidades
idénticas dentro de un oligémero, llamadas asi por Monod, Wyman y Changeux) se encuentran asociados
en posiciones equivalentes de tal forma que existe al menos un eje de simetria y la conformacion de cada
protéomero se encuentra restringida por su asociacion con los otros protomeros. Para cada ligante capaz de
formar un complejo estereoespecifico con la proteina solo existe un sitio por protomero al cual éste se
puede unir. También postula que existen al menos dos estados: T (tenso) y R (relajado), diferenciados por
la distribucion y/o energia de los contactos inter-protoméricos, y también por las constricciones de los
protomeros. Este efecto altera la afinidad de uno o mas de los sitios estereoespecificos cuando hay una
transicion de un estado al otro, confiriéndoles constantes de disociacion intrinsecas distintas y provocando
asi cooperatividad, esta transicion no altera la simetria de la molécula. Todas las subunidades del
oligomero se encuentran en el mismo estado (7 0 R), sin que existan estados intermedios. La expresion
matematica del modelo (ecuacion 2) toma en cuenta las constantes macroscopicas de afinidad a los
ligantes del oligomero, el nimero de subunidades que este posee, la relacion entre las constantes
intrinsecas de disociacion y la proporcion inicial que existe entre las formas 7'y R. Un ligante alostérico
es capaz de desplazar el equilibrio 7-R, estabilizando la forma R si es activador o la forma 7 si es

inhibidor.

Loca(1+ co)™ 1+ a(1 + o)™t
Lo(1+ca)® + (1 + )

Y =

Ecuacion 2. Ecuacion de MWC donde n corresponde al nimero de subunidades que posee la proteina, ¢ corresponde a la
relacion que existe entre las constantes intrinsecas de disociacion entre la forma 7'y la R y se expresa como ¢ = Kp/Kr; donde Kz
=TTo"{[RAL1] [A) [RAL]} y Kr=TTo "{[TAu1] [A]/ [TA,]}, las K son las mismas para cada union, de 0 a n, o= [S]/Ky , Lo

corresponde a la proporcion inicial entre la forma 7'y la R y se expresa como Ly = [T]/[Ro].

Este modelo también supone la existencia de tres tipos de sistemas (11, 38):

e Sistema K: una enzima con un sistema K modifica su afinidad aparente por su sustrato;
aumentando la K si se trata de un sistema K (disminuye la afinidad de la enzima por su sustrato)

L . . + : .
o disminuyendo la K si se trata de un sistema K (aumenta la afinidad de la enzima por su

sustrato) mientras la V' se mantiene incambiada.



e Sistema V: una enzima con un sistema ¥ modifica su velocidad maxima sin modificar su afinidad
aparente por el sustrato. Un sistema V" es aquel que aumenta su ¥ mientras que un sistema »~

disminuye su V.

e Sistema mixto K-V un sistema K-V es aquel en el cual existe tanto un cambio K, como uno V.
Para el cambio cruzado en el cual la ¥ aumenta mientras que la K,, también aumenta (K'V") o
viceversa (K'V"), Alvarez Afiorve y col. han propuesto para este tltimo caso, que es muy poco

frecuente, el nombre de —fecto antiérgico” (1).

Eaton y colaboradores proponen un modelo que, partiendo de los postulados del modelo de MWC, le
agregan el concepto de acoplamiento terciario-cuaternario incompleto, este modelo fue denominado TTS
(Two Tertiary States) por sus autores. En el modelo clésico, la enzima en R tiene todas sus subunidades
en el mismo estado terciario, llamémosle r, y otro tanto sucede en 7, llamémosle ¢. En el modelo TTS, la
forma T contiene algunas subunidades en » y la forma R contiene o puede contener algunas subunidades
en ¢, pero se asume que 7 predispone a las subunidades a adquirir la conformacion terciaria ¢, y R
predispone a que las subunidades adquieran la conformacion r. Estas conformaciones de alta y baja
afinidad por los ligantes, ¢ y » en concordancia con el modelo de MWC, existen en equilibrio con cada
estructura cuaternaria. En este modelo la afinidad por los ligantes depende solamente de la conformacion
terciaria de la subunidad y no de la estructura cuaternaria. Las subunidades experimentan la transicion
terciaria en forma secuencial debido a que el cambio t —> r esta acoplado al equilibrio de T a R, que
implica un cambio conformacional cuaternario el modelo TTS presenta a la transicion cuaternaria como

causa de la cooperatividad, tal y como se describe en el modelo MWC (46).

Regulacion por inhibicion por sustrato

La inhibicion por sustrato se refiere a un efecto en el cual la curva de velocidad de reaccion en funcion de
la concentracion de sustrato alcanza un maximo para después descender a cero o a algiin valor asintotico
mayor a cero. Este efecto aparece comunmente en enzimas alostéricas; ya sea con un segundo sitio de
union para su mismo sustrato (complejo sustrato-enzima-sustrato o SES), o alglin ligante (efector) distinto
(ligante-enzima-sustrato o AES) (34). Este tipo de inhibicion puede ser descrito por la ecuacion de
inhibicion por sustrato (ecuacion 3), la cual a su vez puede ser modificada para tomar en cuenta una

unidn cooperativa del sustrato (ecuacion 4) (11, 23).



Un ejemplo de inhibicidn por sustrato como mecanismo de regulacion es el de la Tirosina hidroxilasa
(TH), la cual cataliza el primer paso en la sintesis de la dopamina (tirosina —> L-Dopa) en las neuronas.
Debido a que la concentracion de tirosina en el cerebro puede llegar a duplicarse después del consumo de
alimentos, la inhibicion por sustrato ayuda a mantener constante la concentracion de dopamina presente,
impidiendo que los niveles de dopamina experimenten un brusco aumento postprandial (35).

ViS]
v =

Koss + [S1(1 + %)

Ecuacion 3. Ecuacion de Inhibicion por sustrato.

V[S]®

v = A

Koss” + 511+ i)

Ecuacion 4. Ecuacion de inhibicion por sustrato y cooperatividad.

D-Glucosamina-6-Fosfato Desaminasa

La D-Glucosamina-6-fosfato desaminasa (nombre sistematico2-amino-2-desoxi-D-glucosa-6-fosfato cetol
isomerasa (desaminante), abreviada como GNPDA, EC 3.5.99.6) es una enzima esencial en el
metabolismo de aminoazicares y ha sido descrita en diferentes organismos, desde arqueas, bacterias,

hongos, insectos hasta vertebrados, pero se encuentra ausente en plantas verdes (4, 9, 14, 25, 26, 32, 41).

La GNPDA cataliza la conversion reversible de la D-glucosamina-6-fosfato (GlcN6P) a D-fructosa-6-

fosfato (Fru6P) e ion amonio (NH,") (figura 2).

f
O=i|°—0
Q

H.
on s on

a-glucosamina 6-fosfato fructosa 6-fosfato amonio

Figura 2. Reaccion catalizada por la GNPDA. Modificada de Diego Alonzo 2012.



Esta enzima ha sido encontrada como monoémero (41), dimero (20) y hexdmero (31, 37) con plegamiento
tipo Rossman (NagBI) o como un dimero con plegamiento SIS (NagBII) (40). Ademas, presenta
comportamiento alostérico en sus formas no monoméricas, utilizando la N-acetilglucosamina-6-fosfato
(GIcNACc6P) como efector alostérico. Tanto la GIcN6P como la GIcNAc6P son precursores de la mureina
de la pared celular y de los lipopolisacaridos la membrana externa de las bacterias (2). También pueden
utilizarse como fuentes de carbono (33), haciendo a la GNPDA una enzima importante en el catabolismo

de aminoazucares.

GNPDA de Escherichia coli

La forma mas estudiada de esta enzima pertenece a Escherichia coli (EcCGNPDA), en la cual se encuentra
como una proteina hexamérica con plegamiento tipo NagBI con una cadena de 266 residuos de
aminoacidos y una masa de 29 kDa por monémero. El monémero de la EcGNPDA es una estructura
tipica o/ abierta formada por 7 hebras P paralelas que constituyen una hoja p central rodeada de 8 hélices
oy una hélice de doble vuelta (figura 3). Una segunda hoja [ anti-paralela de 3 hebras aparece como
continuacion de la hebra B C por su C-terminal. La unidad bioldgica posee un eje cristalografico de orden
tres, y tres ejes de orden dos perpendiculares al de orden tres, que resulta en una simetria interna del tipo
32. El hexamero puede ser descrito como un trimero de dimeros o un trimero de dimeros dependiendo de
la orientacion del eje de simetria de orden tres con respecto al plano de observacion (31, 32). El hexadmero
tiene seis sitios cataliticos por subunidad, y seis sitios alostéricos formados en las interfases de las
subunidades. El plegamiento de cada monomero de la enzima se asemeja a aquél presente en un dominio
de union a NAD (figura 3). Esta enzima posee una cinética cooperativa en ausencia de GIcNAc6P y

pierde su cooperatividad en presencia de GIcNAc6P a favor de una activacion tipo K (figura 4).
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Figura 3. A. Monomero de EcGNPDA en su estado 7 (PDB 1FSF). B. Monomero de EcGNPDA en su estado R con GleNAc6P

(PDB 1FSZ). C. Plegamiento de Rossman caracteristico de de las desaminasas NagBI.
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Figura 4. Velocidades iniciales de la reaccion de EcGNPDA contra concentracion de GleN6P a diferentes concentraciones fijas

de GleNAc6P. Las concentraciones de activador son 0 uM (B); 5 uM (©); 10 uM (*).25 uM (A) ;50 pM (& 2.5mM (). El

experimento fue hecho con 2nM de desaminasa final. Los datos se analizaron con la ecuacion de MWC (tomado de Altamirano y
colaboradores, 1995).
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El mecanismo de reaccion para la EcCGNPDA ha sido propuesto por Oliva y colaboradores (31) y

profundizado por Montero-Moran y colaboradores (figura 5) (29).
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Figura 5. Mecanismo de reaccion propuesto para la EcCGNPDA. Las lineas punteadas corresponden al equilibrio de unién de la

forma aldehido del sustrato (modificado de Montero-Moran y col., 2001).

La reaccion inicia por la abstraccion proton en el Cy, lo que causa la apertura del anillo de piranosa. El Os
de la cadena abierta hace contacto con el Ne2 de la His143, abstrayendo el proton del grupo hidroxilo del
carbono anomérico de la piranosa-GlcN6P. El grupo imidazol pierde su carga al Os, completando asi la
apertura del anillo (pasos I a III de la figura 5). Esta histidina funciona como la base del rotamero,
manteniendo al grupo OPO; fijo; esto le permite a la cadena de carbonos girar sobre este grupo (Paso 11l y
IV de la figura 5). Este giro reposiciona proton del C, aproximandolo al carboxilato de Asp72, el cual
tiene un pK anormalmente alto (9). El amonio cargado positivamente de la GIcN6P podria estabilizar la

carga negativa de este grupo.

El Asp72 cataliza la enolizacion del aminoazicar al sustraer un proton del C, formando un intermediario

cis-enolamina. Este proton luego es transferido al O, localizado en el C; (pasos IV y V de la figura 5).
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Una molécula de agua interactua con el C, de la fructosimina-6-fosfato, hidroxilandolo, formando un
intermediario inestable. Por medio de un paso concertado el Asp 72 desprotona al hidroxilo formado en el

paso anterior y se libera el ion amonio (pasos VI a VIII de la figura 5).

GNPDA Humana

Mientras que bacterias y arqueas generalmente poseen un tipo de desaminasa (algunos como Bacillus
subtilis pueden poseer dos formas paralogas), en vertebrados terrestres han sido descritas dos isoformas.
Estas han sido encontradas y caracterizadas en bovino (Bos primigenius taurus) (21), perro (Canis lupus

familiaris) (22), hamster (Metacrycetus auratus) (45)y humano (Homo sapiens) (1, 3, 28).

En humano las dos isoformas que existen de desaminasa, llamadas AGNPDA-1 y AGNPDA-2, se
encuentran codificadas en los genes GNPDAI y GNPDA?2 respectivamente. GNPDA 1 se encuentra en el
cromosoma 5 (banda 5q31) (39) y codifica una cadena de 289 residuos mientras que GNPDA?2 se
encuentra en el cromosoma 4 (banda 4p13) (3, 43) y codifica una cadena de 276 residuos. Las dos
isoformas poseen una identidad de 87% y una similitud de 94.5% entre si (figura 6) y se encuentran
expresadas en una amplia gama de tejidos con GNPDA?2 siendo prominentemente expresado en testiculo y

ovario (figura 7).
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Figura 6. Alinesamiento de las secuencias de GNPDA de E. coli, GNPDAI de H. sapiens vy GNPDA2 de H. sapiens. La
identidad de AGNPDA-2 con respecto a su paraloga es de 87.32%. Laidentidad de 2AGNPDA-2 respecto a su ortologa es de

60.08% (porcentajes de identidad obtemidos con Clustal 2.1).
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2003).
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Estructura

De las dos enzimas humanas, AGNPDA-1 es la que ha sido mas estudiada tanto cinética como
estructuralmente. Su estructura cristalografica fue resuelta a 1.75 A (3) (PDB ID: INE7) (figura 8) en su
conférmero R tinicamente ya que no se logré cristalizar en la forma 7. La estructura cristalografica de
hGNPDA-2 fue resuclta a 2.5 A mas no publicada ni depositada en ¢l PDB debido a la dificultad de
afinamiento de la estructura obtenida que consiste en una unidad asimétrica de 12 cadenas polipeptidicas
(Y. Pedraza, datos no publicados). Este trabajo inédito se llevé a cabo solamente con la estructuraen R y
utilizando citrato como ligante de unidn al sitio activo ya que al igual que ZGNPDA-1 no pudo ser

cristalizada en su conformacion 7.

Las proteinas AGNPDA-1 y #AGNPDA-2 comparten el mismo plegamiento con FcGNPDA, sin embargo
las desaminasas humanas poseen una cadena mas larga de residuos con grandes diferencias en el C-
terminal a partir del residuo Leu258. AGNPDA-1 presenta una hélice entre los residuos 259 y 266 seguida
de un asa extendida en los residuos 267 a 274 que no se presentan en FcGNPDA. FEsta asa ancla la
estructura helicoidal (residuos 249-266), que sirve de soporte para el asa formada por los residuos 240-
249, que a su vez es responsable de las interacciones intermonoméricas cercanas al ¢je de simetria de
orden dos del hexamero (figura 9). Esta superficie intermonomérica es flexible en ZeGNPDA y se
encuentra asociada a la transicion alostérica. Al ser el ancla del C-terminal de EcGNPDA mucho mas
flexible que la encontrada en ZGNPDA-1 Arrcola y colaboradores (3) sugieren que esta es una de las

propiedades estructurales que generan diferencias entre los comportamientos alostéricos de estas enzimas.

Figura 8. Hexamero de AGNPDA-1 en su estado K unida GleNA6P (PDB INE7). A. Observandolo desde su gje de simetria de

orden 3. B. Vista lateral de la misma molécula.
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Figura 9. Sobreposicion de los mondmeros de EeGNPDA (cadena azul) y AGNPDA-1 (cadena verde) en su estado R.

Los residuos del sitio activo en AGNPDA-1 y EcGNPDA se encuentran conservados, sin embargo la
geometria de este motivo no es igual en las dos moléculas ya que AGNPDA-1 muestra conformaciones
alternas entre sus monémeros. El grupo fosfo del inhibidor competitivo, 2 amino-2-desoxi-D-glucitol-6-
fostato (GleNol6P), puede unirse a la Ser43 y la Argl72 en un mondémero y en otro mondmero sélo a la
Arg172. Este fendmeno no ha sido reportado en EcGNPDA. AGNPDA-2 posee dos diferencias en su sitio
activo cuando es comparada con AGNPDA-1 v ZcGNPDA: mientras que AGNPDA-1 y EFcGNPDA
poseen una arginina en la posicion 172 y fenilalanina en la 173 (Argl72 y Phel73); AGNPDA-2 posee

una lisina y una tirosina en esas posiciones respectivamente (Lys172 y Tyr173) (figura 10).

Asp 72 Ala 145

Figura 10. A. Residuos del sitio catalitico en ZGNPDA-1 utilizando como ligante ¢l inhibidor competitivo GlecNol6P con la
enzima en su estado R (PDB: INE7). B. Residuos del sitio catalitico de AGNPDA-2 utilizando citrato como ligante al sitio activo
con la enzima en su estado R (Y. Pedraza, datos no publicados). A esta estructura se le agregaron los hidrogenos utilizando

MolProbity Ver. 4.1.
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El sitio alostérico de AGNPDA-1 y AGNPDA-2 se encuentra localizado en una hendidura entre dos
mondmeros (figura 11) al igual que en EcGNPDA y es una zona altamente conservada entre las tres

enzimas.

v —
o §‘~.Thr161

\

Figura 11. Sitio alostérico de la AGNPDA-1 con GIcNAc6P unido. Los residuos que rodean a la GIcNAc6P son la Metl, Ser152,
Argl58, Val 159, Thr161 e His162.

Cinética

Alvarez-Afiorve y colaboradores describieron a la A”GNPDA-1 como un sistema antiérgico de tipo KV
sin cooperatividad homotropica por la GIcN6P, en el cual la GIcNAc6P funciona como un activador V'y
un inhibidor K, esto es, que la k., aparente aumenta con la concentracion de la GIcNAc6P mientras que la
afinidad por el sustrato disminuye. En ausencia de GIcNACc6P la k., aparente de la enzima es tan baja que
la GIcNACc6P se comporta como un activador esencial. Ademas encontraron inhibicion por sustrato

dependiente de la concentracion del activador (figura 12) (1).

Para poder describir este sistema utilizaron una modificacion de la ecuacion de MWC (ecuacion 5) que
considera que la forma T es no catalitica ya que su actividad es despreciable a comparacion de la

actividad de la forma R (tablas 1.1 y 1.2).
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Ecuacion 5. Modificacion de la ecuacion de MWC en la cual se toma en cuenta que la GIcN6P se une con mayor afinidad al
conformero 7, pero es solo el conformero R es activo; ademas la GIcNAGP se une a ambas formas de la molécula pero tiene una
mayor afinidad a la forma R. S y A son las concentraciones de GIcN6P y GIcNACcP respectivamente; K, y Kz son las constantes
de disociacién microscopicas de S y A respectivamente para el estado R. L, es la constante alostérica de Monod; c= K z/Kry e=

KAR/ KAT'

[GIcN6P] mM

Figura 12. Velocidades iniciales divididas sobre la concentracion de subunidades de la enzima (vy/nE,) graficadas contra
concentracion del sustrato en el sentido desaminante de la reaccion (n = 6 sitios/mol). A corresponde a la cinética en ausencia de
ligante alostérico con la enzima a una concentracion de 0.5uM. B corresponde a las cinéticas a concentraciones constantes de
GIcNACc6P: 0 mM (0);0.025 mM (8); 0.05 mM (A); 0.10 mM (V¥); 0.15 mM (0); 0.20 mM (m); 0.30 mM (0);0.50 mM (A).
Las lineas punteadas corresponden a un ajuste individual a la ecuacion de inhibicion por sustrato (ecuacion 3), mientras que las
lineas ininterrumpidas corresponden a un ajuste global a la ecuacion 5. La concentracion de enzima utilizada fue de 15 nM

(Tomado de Alvarez-Afiorve, 2011).

GIcNAc6P (mM) Keat (5 Kn (mM) 0 Kos(mM) Kis (mM)
0 0.14+0.1 0.27+0.1 -
0.5 228435 16.5+2.8 1.3£0.2

Tabla 1.1 Valores cinéticos de AGNPDA-1 (figura 12) ajustados a la ecuacion de Michaelis-Menten en ausencia de GIcNAc6P y

a la ecuacion 3 estando saturada de GIcNACc6P.
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Keat(S?) | Krs(mM) Kar (mM) e c Lo

Ajuste
Global

260+40 8+1.9 2.9+0.1 0.09+0.01 2.3+0.1 20x10*

Tabla 1.2 Valores cinéticos de ~-GNPDA-1 (figura 12) ajustados a la ecuacion 5.

Objetivo

e Estudiar cinéticamente a la D-Glucosamina-6-fosfato Desaminasa humana isoforma II tanto en

solucion como encapsulada en Sol-Gel de silice.

Objetivos Particulares

e Realizar experimentos de cinética con la D-Glucosamina-6-fosfato Desaminasa humana isoforma
II en presencia y en ausencia de GIcNACc6P en solucion.
e Encapsular a la enzima en sol-gel de ortosilicato en su forma T.

e Realizar experimentos de cinética con la enzima encapsulada en T en presencia y ausencia de

GIcNAC6P.

Metodologia

Los reactivos fueron comprados a Sigma-Aldrich. La GIcNAc6P fue producida en el laboratorio de

acuerdo al procedimiento descrito por Montero-Moran y col. (30).

Enzima recombinante

La sobreexpresion de la enzima recombinante fue previamente llevada a cabo por el pasante de la
licenciatura de Investigacion Biomédica Bésica Gilberto R. Rojina en colaboracion con el estudiante de

doctorado Yagul Pedraza del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (datos no publicados). El gen fue
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mandado a sintetizar y se insertd en un plasmido pET21 (+) entre los sitios de restriccion Ndel 5’ y
HindIII 3°. La enzima fue sobreexpresada en una cepa BL-21 Anag de E. coli utilizando isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) y purificada por cromatografia de afinidad alostérica en una columna de 6-
aminohexaonil-glucosamina-6-fosfato-agarosa, eluida con GIcNAc6P 0.01 M. La enzima fue precipitada

en sulfato de amonio 70% de saturacion y guardada a 4°C.

Experimentos de cinética y elaboracion de geles

Para llevar a cabo los experimentos de cinética, la enzima fue dializada contra un total de 8x10°
volimenes de amortiguador Tris-HCI 100 mM pH 8 a 4°C con tres cambios para eliminar el sulfato de
amonio en el cual se encontraba precipitada, asi como la GIcNAc6P remanente de la elucion. Al segundo
cambio de amortiguador se le agrego6 fosfatasa alcalina de bovino y se dejo durante toda la noche para
eliminar completamente la GIcNAc6P residual. Después de ser dializada, la enzima fue conservada en
50% glicerol a -20°C. Su concentracion final fue determinada por su absorbancia a 280 nm, utilizando el

coeficiente de absortividad molar calculado con el método de Edelhoch (ey50 de 18.8x10* M'em™) (13).

Los experimentos de cinética fueron llevados a cabo en el sentido desaminante de la reaccion, cuidando
que la reaccion no avanzara mas del 5% (el avance fue menor al 1% en casi todos los casos), esto nos
permitié medir las velocidades iniciales de reaccion a diferentes concentraciones de ligante alostérico y
los datos fueron procesados por regresion no lineal utilizando el programa Prism ver. 5 para MacOS.

La reaccion se lleva a cabo en un volumen total de 200 pL. que contiene 100 mM de amortiguador Tris-
HCI (pH 8) calculando el cambio de pH conforme a la temperatura para obtener un pH final de 7.7 (el
coeficicnte de temperatura del Tris es de 0.03 unidades de pH por °C) (19), 25 mM de EDTA (pH 7.7), 15
nM de AGNPDA-2 y concentraciones variables de GIcN6P y GIcNAc6P en un bafio a 30°C durante diez
minutos. La reaccion es desencadenada con la adicion de la enzima a la mezcla y es detenida por la
adicion de 2 mL de HC1 10 M. La concentracion de Fru6P obtenida es medida por el método de Roe (36)
de resorcinol-HCI, desarrollando color a 70°C y las lecturas de absorbancia fueron tomadas a 512 nm (9).
Las velocidades iniciales fueron calculadas en ausencia y presencia del ligante alostérico GIcNAc6P con

ayuda de una curva de calibracion utilizando D-fructosa-6-fosfato a concentraciones conocidas.

La enzima también fue nanoencapsulada en sol-gel porosos de silice utilizando el método de Bettati y

colaboradores (5) excepto que el amortiguador de dialisis utilizado fue Tris-HC1 0.1 M a pH 7.5 (44)

y almacenados en amortiguador Tris 10 mM pH 7.0 a 4°C. Estos geles se encontraban listos para ser

utilizados 48 horas despues de haber sido sintetizados. La AxGNPDA-2 fue encapsulada en ausencia de
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ligandos para producir geles en su forma 7'y se espera que la conformacion cuaternaria fuese totalmente
en 7, al igual que en EcGNPDA (6). Los monolitos fueron microdisgregados utilizando un sonicador con
3 a 4 pulsos de 5 minutos cada uno a una amplitud de 1%. Una vez molidos, los geles se dejaron
sedimentar durante 24 horas y fueron lavados tres veces con amortiguador Tris 10 mM pH 7.0 para
eliminar las trazas de enzima que pudieran haberse liberado durante la sonicacion. Después de cada

lavado se sedimento el gel durante 24 horas.

La concentracion de la enzima encapsulada fue determiada en una alicuota del gel despolimerizada en
NaOH 1M a temperatura ambiente bajo agitacion, hasta alcanzar una solucion clara. Una vez
despolimerizado el gel se cuantifico la enzima obteniendo su absorbancia a 290 nm utilizando su
coeficiente de absortividad molar conocido de 27.95 x 10* M"'em™. Este coeficiente fue obtenido
experimentalmente utilizando como referencia una concentracion conocida de enzima disuelta en NaOH
1M, después se midid su absorbancia a 290nm y 280nm y utilizando la concentracion conocida se obtuvo

el coeficiente dividiendo la absorbancia sobre la concentracion de la enzima (44).

Los ensayos de cinética con la enzima encapsulada fueron llevados a cabo en un bafio mecedor para evitar
que los fragmentos de gel sedimentaran y asi poder mantener la uniformidad de la suspension durante

todo el experimento, ademas de optimizar la difusion de los solutos dentro del sol-gel de silice.

Resultados v Discusion

Enzima en Solucion

Los estudios de velocidad inicial en funcion de la concentracion de sustrato muestran una cinética
hiperbolica (figura 13, tabla 2.1) en ausencia de GIcNAc6P la que puede describirse con la ecuacion de
Michaelis-Menten, al ser ajustada a la ecuacion de Hill (figura 13, tabla 2.2) no se ve que exista
cooperatividad ya que el coeficiente de Hill es muy cercano a 1. La cinética sin activador posee marcadas
diferencias tanto con la cinética de EcGNPDA, como con la de AGNPDA-1. La AGNPDA-2 no presenta
un efecto de cooperatividad homotropica en ausencia de GIcNAc6P, mientras que su homdloga de E. coli
posee una cinética fuertemente cooperativa en ausencia de GIcNAc6P, con un coeficiente de Hill de
alrededor de 2.8 (9) (6). Asimismo, mientras que la AxGNPDA-1 requiere GIcNAc6P para obtener una
actividad relevante (1) AGNPDA-2 es activa en su ausencia, aunque su efecto activador es evidente. La

ke de hGNPDA-2 es menor cuando se le compara con su ortéloga de E. coli.
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Figura 13. Velocidad inicial de ZxGNPDA-2 en solucion y en ausencia de GIcNAc6P ajustadas a la ecuacion de Michaelis-

Menten (linea roja continua) y a la ecuacion de Hill (linea verde punteada).

Km 0.39 £0.03 mM

Keat 2.02s™

Tabla 2.1. Parametros cinéticos de la figura 13 ajustada a la ecuacion de Michaelis-Menten.

Kos 0.33 +£0.03 mM
Keat 2,025
h 1.195+0.1

Tabla 2.2. Parametros cinéticos de la figura 13 ajustada a la ecuacion de Hill.

Los estudios de velocidades iniciales en presencia de GIcNAc6P muestran una cinética distinta a la de la

figura 13 y ya no es posible ajustarla a la ecuacion de Michaelis-Menten. Al entrar en contacto con la
GIcNAC6P ocurre un cambio alostérico en la enzima al igual que con su homologa, este cambio es

complejo pero puede ajustarse a la ecuacion 4 (figura 14).
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Figura 14. Velocidades iniciales de ZGNPDA-2 a concentraciones constantes de GIcNAc6P. Las concentraciones de GIcNAc6P
son 0 mM (circulos), 0.005 mM (cuadrados), 0.01 mM (triangulos, 0.05 mM (triangulos reversos) y 0.1 mM (rombos). Los datos

a 0 GIcNAC6P se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten, mientras que los demas se ajustaron a la ecuacion 4.

GIcNAc6P | K, (mM)/ Ko h Keat () K; (mM)
(mM) (mM)

0 0.9620.19 - 2.05 -
0.005 0.1620.03 1.62+0.15 10.5 1.5+0.85
0.01 0.1840.03 1.43+0.2 9.9 3+1.1
0.05 0.2620.04 1.3740.15 12.4 2.540.77

0.1 0.240.05 1.47+0.33 9.4 8.09+7.4

Tabla 3. Los valores cinéticos de la figura 14. En ausencia de GIcNAc6P los valores fueron ajustados a la ecuacion de Michaelis-

Menten, mientras que los valores de 0.005 mM, 0.01 mM, 0.05 mM y 0.1 mM de GIcNAc6P fueron ajustados a la ecuacion 4.

Comparando los valores cinéticos de las dos formas de la enzima se observa una activacion mixta de tipo
K" V', en la cual la k. aumenta mientras que la K, 5 disminuye a comparacion de la forma sin GIcNAc6P.
También se aparece inhibicion por sustrato y un incremento del coeficiente de Hill, lo cual podria

significar la aparicion de cooperatividad homotrdopica con respecto a la GIcN6P.

Un segundo experimento con mayor cantidad de puntos por debajo de la K s nos permite estudiar mejor
esta aparente cooperatividad (figura 15). Al regraficar los datos en un grafico de Hill y de Scatchard

(figura 16), los cuales son muy sensibles para detectar cooperatividad, puede verse claramente el aumento
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de 4 en el grafico de Hill, pero en el grafico de Scatchard no; esto puede deberse a que aunque exista un

incremento en el coeficiente de Hill esto no sea una verdadera —eoperacion” entre las subunidades ya que

el coeficiente de Hill es un coeficiente determinado empiricamente y su aparicion no nos asegura la

existencia de una verdadera —aoperacion” entre las subunidades. Un regrafico de Lineweaver-Burk

(figura 17) muestra claramente la inhibicion por sustrato observada en la figura 15.
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Figura 15. Velocidades iniciales de ZGNPDA-2 a concentraciones constantes de GIcNAc6P. Las concentraciones de GIcNAc6P

son 0 mM, 0.01 mM y 0.05 mM. 0 mM se encuentra ajustada a la ecuacion de Michaelis-Menten, mientras que 0.01 mM y 0.05

mM se encuentran ajustadas a la ecuacion 4.

GIcNAC6P | K,, (mM)/ Kos h Keat ) K; (mM)
(mM) (mM)
0 0.39+0.03 - 2.02 ]
0.01 0.15+0.02 1.56+0.13 8.49 1.69 +0.77
0.05 0.13+0.01 1.60+0.17 7.15 413 +1.86

Tabla 4. Los valores cinéticos de la figura 15. En ausencia de GIcNAc6P los valores fueron ajustados a la ecuacion de Michaelis-

Menten, mientras que los valores de 0.01 y 0.05 mM de GlcNAc6P fueron ajustados a la ecuacion 4.

A
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Figura 16. A. Regrafico de Hill de la figura 15. Se puede apreciar claramente el cambio en el coeficiente de Hill y la inhibicion
de la cinética. B.Regrafico de Scatchard para la figura 15. Este regrafico es muy sensible para buscar cooperatividad, la cual, si

existiera, apareceria como una curva concava hacia abajo. La ihibicion por sustrato se ve resaltada en las concentraciones de 0.01

y 0.05 mM de GIcNACc6P.
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Figura 17. Regrafico de Lineweaver-Burk de la figura 15 que muestra 1 inhibicion por sustrato.

Formalmente la inhibicion por sustrato es atribuida a la union de dos moléculas del sustrato unidas a un
mismo sitio activo de una enzima, formando un complejo ES; que a su vez es incapaz de llevar a cabo un
ciclo de catalisis o la lleva a cabo con una k., menor y al igual que la ecuacion de Hill utiliza una
ecuacion empirica para describirse. Pero al igual que AGNPDA-1, la inhibicion de AGNPDA-2 debe de
tener un origen alostérico; en base a esto y basados en la ecuacion utilizada para describir la cinética de
hGNPDA-1, que a su vez se encuentra basada en una modificacion de la ecuacion de MWC (ecuacion 6)
(27), proponemos la siguiente ecuacion, la cual toma en cuenta la diferencia de afinidades y velocidades
de catalisis entre ambos conformeros alostéricos, y teniendo en cuenta que la enzima en ausencia de

GIcNAC6OP es cataliticamente activa (ecuacion 7).

s S \n—1
v Lo (147"

- S S
|4 Lo(1+ K_a)n +(1+ K_,)n

Ecuacion 6. Modificacion de la ecuacion de MWC en la cual la forma que posee una mayor afinidad por
el sustrato es cataliticamente inactiva mientras que la que posee una afinidad menor por el sustrato es
cataliticamente activa donde K; es la constante de disociacion de S con el estado inactivo y K, es la

constante de disociacion con el estado activo. K; < K,,.
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Ecuacion 7. Modificacion de la ecuacion de AxGNPDA-1, en la cual se toma en cuenta la catalisis de la forma en ausencia de
GIcNAC6P (T) y el pegue de la GIcNAc6P a las dos formas de la enzima. En donde V corresponde a la velocidad maxima de
reaccion, e es la relacion entre las constantes de afinidad por la GIcNAc6P (e= K, z/K,7), « corresponde a la concentracion del
sustrato sobre la afinidad de R por éste (o= s/Kz), ¢ es la relacion entre las afinidades de las dos formas por el sustrato (c¢=
Kr/K7), 6 corresponde a la concentracion del ligante alostérico sobre la afinidad de R por este (6= A/K,z), L, es la constante

alostérica de Monod (Ly= [T))/[Ry]) y g es el cociente de ke 7/ kearr-

Al —eativar” a la enzima con diferentes concentraciones de GIcNAc6P se puede observar que las
velocidades iniciales a bajas concentraciones de GIcN6P se encuentran sobrepuestas hasta llegar a su
punto maximo. Esto puede ocurrir por un cambio antiérgico en la enzima, en el cudl la velocidad méaxima
de la enzima se ve incrementada mientras que la afinidad de esta por su sustrato disminuye, de tal forma
que el cambio £.,/K,, es aproximadamente una constante, convirtiéndola en una enzima KV' y no K'V".
Este es el mismo efecto que ocurre en AGNPDA-1; pero en el caso de la isoforma 2 existe una actividad
relevante con respecto a la enzima en su estado 7. Este efecto también puede generar la aparicion de
inhibicion, pero el origen de esta es alostérico, no por la competencia de dos moléculas de sustrato por el

mismo sitio activo de una subunidad.

Al ajustar a la ecuacion 7 al experimento de la figura 14 es posible obtener un ajuste casi global con la
excepcion del valor g, el cual oscila entre 0.2 y 0.25 (figura 18) (tabla 5). El valor de ¢ mayor a 1 significa
que el valor de Kz es mayor a K7, esto significa que la afinidad de la forma R de la enzima es menos afin

a la GIcN6P que la forma 7.
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Figura 18. Velocidades iniciales de ZGNPDA-2 a concentraciones constantes de GIcNAc6P. Las concentraciones de GIcNAc6P
son 0 mM (circulo), 0.005 mM (cuadrado), 0.01 mM (tridangulo), 0.05 mM (tridngulo reverso) y 0.1 mM (rombo). 0 mM se
encuentra ajustada a la ecuacion de Michaelis-Menten, mientras que los datos correspondientes a 0.005 mM, 0.01 mM, 0.05 mM

y 0.1 mM se encuentran ajustadas a la ecuacion 7.

K (mM) K (mM) e L, c g \
Ajuste 0.2/0.24/0.

0.86+0.2 5.47x10° +2.8x107 0.1 4000 4.91+0.81 0.13+0.02
Global 25

Tabla 5. Valores del ajuste global de la figura 18 a la ecuacion 7.

No nos fue posible lograr un ajuste a esta ecuacion con un valor de g constante, esto probablemente se
deba a que el modelo utilizado para describir el comportamiento de esta enzima no suficiente para
explicar los cambios que ocurren en la misma. En el modelo MWC requiere la existencia de s6lo dos
conférmeros cuaternarios y terciarios, 7 o R, con cada subunidad encontrandose en una conformacion

terciaria igual a la conformacion cuaternaria del oligdmero; simplificando un proceso muy complejo.
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Nanoencapsulacion de la enzima

La enzima fue encapsulada en un gel-sol poroso de ortosilicato utilizando el método de Bettati y
colaboradores (5), este método nos permite inmovilizar a la enzima y suprimir los cambios cuaternarios,
mientras que los cambios terciarios se presentan enlentecidos. (44). Estos geles son porosos y nos

permiten llevar a cabo experiementos de cinética.

0.010+
e [0]

c -=- [0.005]
E = [0.01]
=)
E
=
[{o]
=
T8

0.000 T T 1

0.0 0.5 1.0 1.5

GIcNBP (mM)

Figura 19. Velocidades iniciales de ZGNPDA-2 encapsulada en un gel de ortosilicato a concentraciones constantes de

GIcNACc6P. Las concentraciones son 0 (circulos), 0.005 (cuadrados) y 0.01 (tridngulos), todas las curvas se encuentran ajustadas

a la ecuacion de la hipérbola.

GlcNAc6P (mM) Keat 5 Ko (mM)
0 1.7 0.18+0.05

0.005 22 0.07+0.01

0.01 1.8 0.03+0.01

Tabla 6. Valores del ajuste de la figura 19 a la ecuacion de la hipérbola.

Los experimentos de cinética con la enzima encapsulada mostrados en la figura 19 muestran una
desaparicion del efecto de inhibicion encontrados en la enzima soluble (figura 14) cuando esta esta en
presencia de GIcNACc6P, esto implica que este efecto tiene que estar ligado con la transicion alostérica

cuaternaria. Asimismo se observa una disminucién de los valores de K., (Tabla 6), clasico de una
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activacion tipo K; esta activacion tiene que ser un producto de la transicion terciaria de la enzima ya que

la transicion cuaternaria tendria que encontrarse inhibida.

En un estudio publicado en 2014 por Zonszein y colaboradores demostraron que el cambio terciario en la
enzima se encuentra enlentecido al estar encapsulada (44), y no se puede lograr una activaciéon completa
de la enzima con solo estar en contacto con su ligante alostérico durante los diez minutos que dura el
experimento, esto también provoca que la proporcion #-» no se encuentre en el equilibrio termodinamico.
La desaparicion del efecto inhibitorio podria también atribuirse al enlentecimiento de las transiciones
terciarias; ya que la proporcion de subunidades en ¢ sigue siendo mayor a las que se encuentran en 7, de
ser cierto esto al dejarse incubando la enzima encapsulada en presencia de GIcNAc6P saturante durante

suficiente tiempo tendria que presentarse inhibicion.

Al incubar previamente a la enzima encapsulada con GIcNAc6P saturante durante 10, 30, 60 y 90 minutos
antes de desencadenar la reaccion (figura 20) se observa que la Ky s va disminuyendo mientras mayor
haya sido el tiempo de incubacion mientras que el coeficiente de Hill disminuye para después aumentar
(tabla 7), este comportamiento también descrito en EcGNPDA (44) y es atribuido a la heterogeneidad de
la conformacion terciaria de la enzima, provocando una ilusion de cooperatividad negativa por la suma de

dos hipérboles y se va perdiendo conforme las subunidades van pasando de in estado ¢ a un estado .

Al haber una transicion lenta sin considerarse el tiempo de relajacion el experimento de la figura 19 fue

hecho fuera del equilibrio.

== 10 min
= === 30 min
E = 60 min
-3 ==— 90 min
E
o
((e]
=
(1
0.000 T T T T 1
00 01 02 03 04 05

GlcNBP(mM)
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Figura 20. Cinética de \GNPDA-2 encapsulada, incubada a diferentes tiempos en presencia de GIcNAc6P 0.05 mM a 30°C. Los

tiempos de incubacion fueron 10 (circulo),30 (cuadrado), 60 (tridngulo) y 90 min. (tridangulo reverso).

Tiempo (min) Keat (s'l) h Ko.s (mM)
10 25 0.97+0.19 0.065+0.015
30 4.3 0.83+0.17 0.094+0.031
60 4.4 0.52+0.14 0.028+0.013
90 3.1 0.89+1.08 0.0028+0.004

Tabla 7. Valores cinéticos de la figura 20 ajustados a la ecuacion de Hill. La K s disminuye al menos unas 10 veces mientras que
el coeficiente de Hill es dificil de medir con tan pocos puntos por debajo de la K5, esto lo hace muy dificil de estudiar ya que las

concentraciones de GIcN6P que se tendrian que utilizar para llevar cabo este experimento son muy bajas.

hGNPDA-2 se comporta desde un punto de vista cinético de manera muy similar a AxGNPDA-1, teniendo
una actividad base baja cuando se encuentra en ausencia de la GIcNAc6P y parece sufrir un cambio
alostérico antiérgico cuando se encuentra en presencia de ella, el cual induce la aparicion de inhibicion.
De esta forma, las dos enzimas son cinéticamente iguales con la excepcion de que poseen constantes
cinéticas distintas. Estas similitudes no terminan en los efectos cinéticos, ya que al igual que AGNPDA-1,
hGNPDA-2 no pudo ser cristalizada en ausencia de GIcNAc6P; de la misma manera, las dos enzimas no
poseen un cambio en el espectro de dicroismo circular cuando la enzima es titulada con GIcNAc6P como
ocurre en EcGNPDA pese a que las tres enzimas poseen la tirosina responsable por dicho cambio (datos

no presentados).

Conclusiones vy Perspectivas

La ZGNPDA-2 posee un patrén de activacion antiérgica muy parecido al de AGNPDA-1 salvo por sus
constantes cinéticas distintas. AIGNPDA-2 posee una K, mayor que ZGNPDA-1 en su estado 7, pero en
su estado R la K., de AxGNPDA-1 mayor por dos 6rdenes de magnitud; mientras sus K, s son similares en
su estado 7 pero al pasar su estado R AGNPDA-1 tiene un aumento de 2 6rdenes de magnitud con

respecto a AGNPDA-2.
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Existe un cambio alostérico tanto terciario como cuaternario y estd evidenciado por la desaparicion de la
inhibicidn cuando esta enzima es encapsulada en un gel de silice, esto quiere decir también que la

inhibicidn se encuentra acoplada al cambio cuaternario de la misma y es dependiente de R pero no en .

Se requieren hacer experimentos de cinética con la enzima encapsulada dentro del equilibrio tanto en
geles en 7 como geles en R, para poder lograr esto es necesario aumentar los tiempos de preincubacion de
la enzima con la GIcNAc6P y posiblemente el tiempo de reaccion. Para podernos asegurar que estos
experimentos siguen siendo de velocidades iniciales la concentracion de la enzima debe de ser disminuida
proporcionalmente al tiempo que se aumenta del experimento. De igual manera se deben explorar

concentraciones mas altas de sustrato.
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