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ABREVIATURAS

Cy plantas que fijan CO; exclusivamente via ciclo de Calvin,
Cy plantas que poseen el ciclo de losicidas dicarboxilicos Cy ademds

del ciclo de Calvin,

CAM metabolismo dcido de las crasuliceas.

DEPC dietilpirocarbonato

DIT ditiotreitol,

EDTA dcido ctilendiaminotetracético.

Glue-6-P ghicasa-6-fosfato.

HPLC cramatografia liquida de alta presian,

kDa kilodatton,

MeCH,PEP  2-dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato.
Mgt ion divalente del metal magnesio

Mg-PLEI" complejo de fosfoenalpiruvato con magnesio.
NaBH;CN cianoborohidruro de sodio.

NAD* dinucledtido de nicotinamida y adenina oxidado.
NADH NAD* reducido.

NADPH dinucleotido de nicotinamida y adenina-3-fosfato reducido.
OAA oxaloacetato,

PAGE clectroforesis en geles de poliacrilamida.
PCMB p-cloromercuriv henzoato

PEG polictilénglicol.

PEP fosfoenolpiruvato

PLEPC fosfoenolpirvato carhoxilasa.

PLP piridoxal-5'-fostato.

RUBISCO ribulosa-1,5-bifosfato carboxilas/oxigenasa.
SDS dadecilsulfata de sodio.

TNBS sulfonato de trinitrobenceno.



ABSTRACT

Incubation of the nonphosphorylated form of maize-leaf” phosphoenolpyruvite
carboxylase (orthophosphate: oxaloacetate carboxy-lyase (phasphorylating), PEPC, IC
4.1.1.31) with the reagent pyridoxal S'phosphate (PLP) resulted in time-dependent,
reversible indetivatian and desensitization to the activator glucose-6-phosphate (GleoP) and
other related phosphorylated compounds. Both processes are not connected, since (i) when
the PLP-mudification was carried out in the presence of saturating ligands of the active site,
which prevents inactivation, the desensitization to Gle6P is still observed, and (i) under
some experimental conditions the desensitization reaction is 4-times faster than the
inactivation. Desensitization to Gle6P is first order with respect to PLP and has a second-
order forward rate constant of 4,7 £ 0.3 57t M-Uand a first-order reverse rate constant of
0.0046 + 0.0002 s°! . Correlatinn studies between the remaining Gle6P sensitivity and ntol
of PLP residues incorporated per mol of enzyme subunit indicate that one lysyl group for
enzyme monamer is involved in the sensitivity of the enzyme to Gle6P. The veactivity of
this group is increased by polyethylene glycol and glycerol, while the reactivity of the lysyl
graup of the active site is not affected by these cosolutes. In the presence, but not in the
absence, of these cosolutes Gle6P by itself offers significant protection against
desensitization, protection that is greatly inereased when Mp2* and PEP are also included in
the modification medium. In the presence of Gle6P the extent of inactivation ol the enzymie
by PLP is inereased. Free PEP, free Mg2+ and Mg-PED cause similar increases in the extent
of desensitization to GleGP by PLP. Taken together these results are consistent with PLP-
modification ol a highly reactive lysyl group at or near the allosteric GleGP-site.



RESUMEN

Lavincubacion de la forma no fostorilada de Ia enzima fastoenolpinivato carboxilasa
(ortofosfiato: oxaloacetato carboxi-liasa (fosforilante), PEPC, BC 4.1.1.31) de hojas de maiz
con el reactivo piridoxal-5'-fostato (’LP) resulta ep inactivacion ¢ insensibilizacion ol
activador pglucosa-6-fosfaty (GIe6P) v a otros compuestos Tosforilados que son también
activadores de la enzima. Ambos proeesos son reversibles y dependientes del tiempo de
incubacian, Sin embargo no estin relacionados pues cuando la modificacion con PLP se
realiza en presencia de ligandos del sitio activo a concentraciones saturantes, no se observa
inactivacion y si insensibilizacion, y ademds, bujo ciertas condiciones experimentafes, fo
reaceidn de insensibilizacion es cuatro veces mids rapida que fa de mactivacion. La reaceion
de insensibilizacion a Gle6P es de primer orden con respeeto a fa concentracion de PLP y
tiene una constame de segundo orden de 4.7 4 0.3 57! MY, en tanto que fa resensibilizaciin
ticne upa constante de primer orden de 0.0046 £ 0.0002 71 La comrelacion entre la
sensibilidad remanente y el nimero de vesiduos de PLP incorporados por mol de subunidad
de la cnzima indica que hay un residuo de lisina por subunidad involuerado en la
sensibilidad a Gle6P, La reactividad de este residuo se aumenta por polietilénglicol y por
gliceral, mientras que la reactividad det residuo de lisina del sitio activo no se afeeta por
eslos cosolutos orginicos. Solo en ki presencia de estos cosolutos, Gle6P por si misia
protege i la enzima frente a insensibilizacion, y esta proteccion se incrementa notablemente
cuando MgZ* y PEP se incluyen en of medio de modificacion, sin importar la presencia o
ausencia de cosoluto. In presencia de Gle6P, se aumenta ¢l prado de inactivacion de la
enzina por PLP, Mientras que PEP, MgZ* y Mg-PEP causan un aumento similar en el
grado de insensibilizacion de la enzima por PLP. En conjunto, estos resultadas indican que
existe wn residuo de lising altamente reactivo con PLP que se encuentra en o cerea del sitio

alastérico para GleP en la PEPC de hoja de maiz.



1. INTRODUCCION.

Aproximadamente de un 90 a un 95% de Ly materia seca de un cultivo se deriva del
COy atimostérico asimilado durante la fotosintesis |Zelitch, 1979]. Por ello, la comprension
de los procesos bioguimicos responsables de la asimilacion de este compuesto es del
maximo inferds, 1o solo cientifico sino también ccondmico, en momentos como los actuales
en los que la preocupacion por la conservacion de las fuentes renovables de coergia y el
incremento de la praduceion mundial de alimentos erece diaa dia.

EY niaiz pertenece al grupo de plantas con fotosintesis Cy, que se caracteriza por wi
alto nivel de eficiencia de creciimiento bajo condiciones extremas de fuz, altas wemperaturas
y mivetes elevados de oxigeno. Las bases moleculares de dichas caracteristicas de las
plantas Cy estriban en la existencia de Ja nua metabolica de tos deidos dicarboxilicos (ciclo
Cy) que minimiza Ya pérdida de encrgia debida a la fotorrespitacion [Leegood & Osmond,
1990},

La enzima fosfocnolpiruvato carboxilasa (PEPC) juega un papel clave en la
asimilacion fotosintética de CO» atmostérico en este tipo de plantas, pues cataliza la
primera reaccion de {ijacion del CO, en ¢l metabolismo Cy {[atch, 1978]. Debido a etlo, eu
Jos ultimos afios, la PEPC estd siendo objeto de numierosas investigaciones con el fin de
legar a entender su funcionamicato y regulacion in vivo,

La eozima PEPC de hoja de plantas Cy posee al menos dos sitias alostéricos
activadores, uno que une a la glucosa-6-fosfato (Gle6P) [Ting & Osmond, 1973a} y otio
gue une ol glicing [Stiborova & Leblova, 1985], y un sitio alostérico inhibidar que une al
makuto {Huber & Edwards, 1975]. Estos metabolitas modulin la actividad de PEPC, de
forma que se logra la integracion del ciclo Cy con el ciclo de las pentasas fosfato y can
otras ritas biosintéticas. Sin embargo, hasta ¢} momento fas propicdades estructurales de
estoy sitios alustéricos han sido muy pobremente estudiadas.

EV sitio alostérico para GleOP retne un especial interés porque parece  teney
propiedades diferentes en la PEPC de plantas Cyq y 1a de plantas Cy (grupo al gue pertenecen
la mayoria de las plantas de interés agricola, excepto mafz, sorgo y caita de azicar que son
Cq) siendo las plantas C3 de baja productividad. Por otra parte, a este sitio alostérico se
unen andlogos del sustrato fosloenolpiruvato (PEP), que de esta forma se comportan como
activadores {Jeukins y col, 1986, Rodriguez-Sotres & Muiloz-Clares, 1990]. Este hecho ha
llevado a postular que en Tojas de plantas Cy4 el mismo PEP s a la vez sustrato y activador
de la enzima {Jenkins y col, 1986, Rodriguez-Sotres & Mufinz-Clares, 1990, lo cual
ammenta la importancia de este sitio alostérico desde ef punto de vista de regulacion de la
actividad de la PEPC.



Por lo anterior creemos de gran interds el Hlevar a cabo un estudio a profundidad del
sitio alostérico para GleoP de PEPC de plantas Cy, de manera que fogremos incrementar
nuestros conocimicentos sobre los mecanismos regulatorios de esta importante enzima,
Concretamente, ¢s importante legar a conocer los residuos de aminoidcido que estin
involucrados en la union de GleoP. Por eflo hemos iniciado un plan para mapear el sitio
alostérico para Gleol de la enzima PEPC de hoja de maiz.

{3n este trabajo, como un primer pasc para lograr esos objetivos, encontramos que fa
modilicacion quimica de un residuo de lisina por subunidad de la enzima anula la capacidad
de dsta a ser activada por Gle6P y aportamos evidencia experimental que sugicre que esta

lisina pertenece al dominio de union de Gle6P.



2. ANTECEDENTES.

2.1 FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA DI PLANTAS.
A la fecha existen diferentes revisiones sobre la enzima PEPC de plantas [O'Leary,
1982, O'Leary, 1983, Andreo y col., 1987, Derache & Carrayol, 1988, Jiao & Chollet,

1991, Rajagopalan y col., 1994]. A continuacion se restme o que se sabe de la enzima.

2.1.1. Reaceion eatalizada y propiedales cinéticas.
PEPC cataliza a fi-carboxilacion irreversible de PEP para produciy oxalacetato y
fostato inorganico [Bandurski y col., 1953, Bandurski & Greiner, 1953]:

- PEPC =
PEP + HCOy ~——-» OAA * HPO,

Mg
AGO= -7.2 Keal/mol

Esta reaccion es altamente exergdnica y requiere un cation  divalente  que
fisiologicamente parece ser el Mp2* [Bandurski, 1955, Tehen & Vennesland, 1955), aunque
in vitro la enzima puede usar Mn2* ¢ Co?* [Miziorko y col., 1974, O'Leary, 1981, Nguyen
y col,, 1988]. A diferencia de otras reacciones de carboxilacion eatalizadas enzimiticamente
donde ef sustrato es bicarbonato, la reaceion de PEPC na ¢s dependiente de biotina [Cooper
& Wood, 1971, Mukerji, 1977].

La enzitma de hojas de plantas € muestra cooperatividad homotrdpica positiva en la
cinética de saturacion por PEP a pll 7 o cercanos a 7 [Uedan & Sugiyama, 1976, Hayakawa
y col., 1981, Rodriguez-Sotres & Muiioz-Clares, 1987a]. Se hat reportado que la afinidad del
sitio activo de la enzima por el complejo PEP-Mp2? es mucho mayor que por PEP o Mp?!
libres, por o cual se considera que ¢} complejo es ¢l sustrato prefereneial [Wedding y col.,
1989, Rodriguez-Sotres & Muiioz-Clares, 1990). EI PEP libre se comparta como un
activador de la enzima de hoja de mafz, por lo que se ha propuesto que existe un sitio
alostérico regulatorio que fija PEP Libre y el cual no puede unir Mg2* [Rodilgucz-Sotres &
Muiioz-Clares, 1990].

2,1.2. Caracteristicas moleculares,

Se ha reportado un peso molecular de alrededor de 400 kDa para la PEPC purifienda
de hoja de maiz y atras plantas C4 [Ting & Osmond, 1973b, Marés & Leblovd, 1980]. En
electroforesis desaaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGL) la enzima de hoja
de maiz presenta una Gnica banda de un peso moleenlar aproximado de 100 kida, lo que
indica que la enzima es un homotetramero [Uedan & Sugiyama, 1976, Mards & Leblova,



19801, Algunos autores proponen que la PEPC puede existir en diferentes formas
oligoméricas in vivo; sin embargo, la forma activa de a PEPC es el homotetrdmero, sicndo
el dimero mucho menos activo o inactivo y el mondmero totalmente inactivo [Uedan &
Sugiyama, 1976, Mards & Leblova, 1980, Wu & Wedding, 1985, Stibarovi & Leblova,
1986). La forma tetramérica de Ia enzima se disocia a plls alealinos o dcidos [Stiborovi &
Leblovd, 1986, Wagner y col., 1987]. La disociacion de fa PEPC también es promovida por
dilucion [Sclenioti y col,, 1987, Willeford & Wedding, 1992]. fuerzas ionicas altas
|Stibarovi & Leblova, 1986, Walker y col., 1986, Wagner y col., 1987}, bajas temperaturas
[Selenioti y col., 1987], la ausencia de agentes reductores como el DTT [Iglesias & Andreo,
1984b] y por fa presencia de malato [Wu & Wedding, 1985, Willetford y col., 1990]. La
oligomerizacion a tetrimero es favorecida por el sustrato [Willeford y col., 1990], por el
activador Gle6l [Willeford & Wedding, 1992] y por la presencia de glicerol {Podestd &
Andreo, 1989].

Se conoce la estructura primaria de la PEPC de diferentes tejidos de varias plantas
superiores, Ll alincamiento de o sccuencia de aminodcidos indica que la mitad de fa
molécula de ta enzima correspondiente al C-terminal ¢s conservada y la ofra mitad N-
terminal, que estaria involucrada en regulacion, es variable {Ruajagopatan y col., 1994].

studios de modifieacion quimica con la enzima de hoja de muiz sugicren que
residuos de arginina {Iglesias y col.,, 1984], lisina [Andreo y col,, 1986, Podesti y col,,
1986, Ryslavit y col,, 1988, Wagner y col., 1988], histidina [lglesias & Andreo, 1983],
cisteina [lglesins & Andreo, 1984, Manetas & Gavalas, 1982, Raghavendra & Vallejos,
1982} y un grupo carboxilo |Maralihalli & Bhagwat, 1993] son esenciales para la actividad

catalitiea.

2.1.3. Isoformas y funciones metabdlicas.

Con base en la actividad especilica de a enzima en los extractos erudos y en los
valores de Kmgpgp) se ha sugerido que las isoformas de la PEPC pueden clasifiearse en
cuatro grupos [Ting & Osmond, 1973¢]: 1) PEPC de hojas de plantas C3 con una baja
Kmpgpy ¥ wna baja actividad espeeifica, 2) PEPC de hojas de plantas C4 con una alta
Kmpgpy y una actividad especilica elevada, 3) PEPC de hojas de plantas CAM con una baja
Kmgpipy y una clevada actividad especilica y 4) PEPC de tipo no autotrofice 6 de tejidos no
verdes con una Kmpgpy y actividad especifica baja.

Se ha encontrado que son tres a cuatro las familias de genes nucleares que codifican para las
diferentes isoformuas de PEPC de plantas: la forma fotosintética de hoja de plantas Cy, ln
forma anmaplerética de hoja ctiolada de plantas C; y de hoja de plantas Cs, la fonma
fotosintética de hoja de plantas CAM y la forma anaplerotica de raiz [Hudspeth y col,



1986, Hudspeth & Grula, 1989, Crétin y col., 1990, Hermans & Westhaff, 1990, Crétin y
col,, 1991, Schiiffner & Sheen, 1992). La isoforma PEPC fotosintética de plantas €y es
codifteada por un solo gene en sorgo {Crétin y col,, 19917 y en maiz [Hudspeth & Grula,
1989], pero es codificada por genes maltiples en Flaveria trinervia, una planta
dicatiledonea tipa Cy [Hermans & WesthotT, 1990, Poetsch y cal,, 1991].

12l estudio de la evolicion molecular de la PEPC wmediante el alineamiento asistido
par computadora de todas las secuencias de PEPCs disponibles, apayidndase en otros datos
como las familins de genes que codifican para las formas de PEPC, ha indicada que la
isoforma Cy de fuenzima es 1o forma primitiva de las plantas y que tanto las isoformas Cy
como fa CAM se originaran a partir de aquella y de forma mdependiente durante la
evolucion {Toh y col,, 1994).

En cuanto a las funciones de las diferentes isoformas de PEPC de plantas superiores
se pueden agrupar en dos grandes categorias {Tolvy col,, 1994):

1. En hojas de plantas C5 y en los tejidos no fotosintéticos de todo tipo de plantas,
PEPC cstd involucrada en funciones anapleraticas, que incluyen el reabastecimiento de
oxaloacetato al ciclo del acido citrico para Ia sintesis de aminodcidos y portirinas [King y
col., 1986, Maxwell y col.,, 1984, Rosendahl, 1990]. Ademds, participa en mecanismos
bioquimicos para ¢l mantenimiento del pH {Davies, 1986}, la regulacion de la osmolaridad
[Deroche & Carroyol, 1988], la apertura y cierre de estomas [Deroche & Carroyol, 1988). fa
fijacion de nitrdgeno {Quy y col., 19917, la generacion de NADPH [Vun y col., 1991] y la
reeaptura del COy respirado [Hendley y col., 1975).

2. En hojas de plantas C4 y CAM la isoforma predominante estd asociada a fa
asimilacion {otosintética de CO,. En plantas Cy, la enzima cataliza el primer paso de Ia ruta
metabélica conoeida como ruta Cy. La compartamentalizacion de las reacciones de fijacion
de CO, por PEPC y por RUBISCO favorece k eficiencin fotosimética de estas plutas
[Hateh, 1987]. En plantas CAM la fijacion del CO, atmosférico por PEPC ocurre durante Ia
nache, acumulindose come malato en las vacuolas. Este meeanismo minimiza las pérdidas
de agua en plantas de zonas dridas o semidvidas, en las cuales los estomas se abren solo
durante la noche [Hateh, 1987].

2.2. REGULACION DE LA PEPC DY PLANTAS.,
La PEPC de plantas es una enzima altamente regulada tanta a nivel de la cantidad de
enzima existente camo a nivel de su estado de activacion. A continuaeion se describen los

factores mds importantes que intervienen en esta regulacion,



2.2.1, A nivel de la cantidad de enzima,
Las condiciones en las que las plantas creeen deterniinan ¢l grado de sintesis de la

enzima, como se indici a continuacion,

2.2,L.1. Dispanibilidad y fuente de nitrégeno.

Uno de los procesos metabolicos de mayor importancia en los que participa ly PEPC
¢s el de sintesis de aminodcidos, Por ello, no es sorprendente que la fuente nitrogenada a fa
que tiene acceso ta planta afecte a actividad de la PEPC,

En hojas de frijol se¢ ha reportado que la proporcion de fas dos enzimas carboxilantes
(PEPC y RUBISCO) depende de la fuente de nitrdgeno tilizada en el cultivo de fas plantas.
La relacion RUBISCO/MEPC en plantas cultivadas en nitrato fue menor que las cultivodas
en amonio o amonio/nitiato, independicntemente de ka nadulacion de Tas plantas [Marques
y col., 1983, Schweizer & Erismann, 1985].

BI trigo responde a la demanda de esqueletos de carbono ereada por altos consumos
de nitrégeno con aumentos en la actividad de PEPC y disminucion en la actividad de
sacarosa fosfato sintetasa [Van y col,, 1991]. Este efecto parece ser producido por
glutaming, producto de la asimilacion de nitrdgeno, pues la glutaming en plantas de trigo
estimula Ia fosforilacion de la PEPC ¢ inerementa la cantidad de RNAm de esta enzima
[Manh y col., 1993].

Igualmente, hojos de maiz crecidas en ausencia de nitrogeno y suplementadas con
nitiato o glutamina acumulan selectivamente a fa PEPC [Sugihato y col., 1990, Sugibarto y
col., 1992} £l suplemento de nitrdgeno incrementa el nivel de RNAm y de proteina de
PEPC, siendo este incremento mds pronunciado con el suplemento de amonio o de
glutamina que con nittato [Sugiharto & Sugiyama, 1992). La induccion de la isoforma Cy
de PEPC por nitrato, amonie o glutamina estd de acverdo con la clevada eficiencia de uso
del nitrogeno que presentan las plantas Cyq [Tlateh, 1987).

2.2.1.2. Déficit de agun,

Se ha reportado que la actividad de fa PEPC se incrementa en nodulos de alfalla
sometidos a un estrés de agua severo, siendo fa PEPC al parceer {a tniea enzima de nddulo
cuya actividad se incrementa en estas condiciones [Hrigoyen y col., 1992],

Por ofra parte, se ha observado que el cambio (provocado por estrés de agua) del
metaholismo C3 a CAM en la planta Mesembryanthemum crystallinum va acompaiiado Je
un ineremento en laactividad de la PEPC y de un aumento en ki cantidad del RNAm de esta
enzima [Pipenbrock & Schmitt, 1991}

6



Recientemente en nuestro laboratorio se ha encontrado que la actividad, la proteina y
fos niveles de RNAm de PEPC se incrementan en hojas de maiz sometidas a esteés hidrico
por tratamiento con polictilénglicol (PEG)Y (M. Rodrigiez-Penagos y R.A. Muiioz-Clares,

datos no publicados).

2.2,1.3. Luz.

Se ha repurtado que durante el enverdecimiento de plintulas ctioladas de maiz los
niveles de RNAm traducible para PEPC se incrementan tras fa thuminacion, usando un
sistema de traduccion libre decélulas de germen de trigo [Stms & Hague, 1981}

En hojas etioladas de sorgo se observa solo una torma de PEPC con propiedades
[uycionales y regnlatorias correspondientes a la isoenzima de plantas Cy. En hojas
enverdecidas ocurre un inerenmento significativo en la actividad de PLEPC, incremento que se
debe a fa aparicion de una mueva forma de la enzima con propiedades que son tpicas de las
de hoja de una planta Cy [Vidat & Gadal, 1983).

2.2,2, A nivel de la actividal,

La actividad de la enzima se modifica a corto plazo por modificacion covalente

(fosforilacion), por el pH y por ciertos metabolitos del medio intercelular,
.
2.2,2.1, Regulacion por fosforilacion,

Estudios realizados conhojas verdes de plantas C;, €y y CAM tatadas por periodos
cortos de iluminacion y oscuridad indican que la luz esta involucrada en la regulacion a
corto plazo de la actividad de esta enzima [Karaboumiotis y col., 1983, Wu & Wedding,
1985, Rodriguez-Sotres & Mudioz-Clares, 1987a, Rodrigucz-Sowes & Muioz-Clares,
1987b, Jino & Chollet, 1988, Duff & Chollet, 1995, Duft” y col., 1995]. Esta regulacion se
lleva 2 cabo por fosforilacion y desfosforilacion del grapo hidroxilo de la serina-15 en
PEPC de maiz [Jiao & Chollet, 1989] y de serinag en ¢l caso de la enzima de sorgo
[Lepinice y col., 1994). La fosforilicion de una serina del extremio amino tenminal se ha
documentado también para henzima tipo CAM [Nimmo y col., 1986, Nimmo y col., 1987}
y tipo C3 [Zhang y col,, 1995, Duff & Chollet, 1995}

Las formas fosforiladss y no fosforiladas difieren en sus propiedades cinéticas, La
enzima fosforilada presentauna actividad catalitica mayor que fu forma no fosforilada [Jiao
& Chollet, 1988, Jiao & Challet, 1989]. L.a afinidad aparente de PEPC para ambos electores
alpstéricos malato y GlucdP cambian dramdticamente cuando la enzima es fosforilada,
disminuyendo cn el enso de malato ¢ incrementindose en el caso de GleGP {lhber y col,,



1986, Doncaster & Leegood, 197, Raddgucz-Sotres & Mufioz-Clares, 19870, Dty col.,
1995].

La fosforilacion y desfosinElacion de PEPC son catalizadas por una PERCheinisa
[Carter y col., 1991, Jiao y col, 199 -1 Jiw & Chollet, 1991] y una protein fosfatis=t tipo A2
[Carter y col., 1990, McNaughtary - cal, 9911, respectivamente,

En hojas de plantas Cy y ¢ £la forma fosforilacia esta presente durante ddl fa fliao y
col., 1991, Jiao & Chollet, 1991, TD0l & Cliollet, 1995]., ¢n plantas CAM dic ha forma
prevalece durante la noche [Nimmos ywl, 1986],y en nédulo se presenta cuanlo Laplnta

transporta fotosintatos a ka raiz [Mangywl., 1995},

2.2.2.2, Regulacién por metalhillors,

Se han deserito diversos mettabdibs efectores de la actividad de PEIC con sitios
alostéricos diferentes para cadamos deellos. Porsu posible relevancia Lisioldgiva. clestican
la Gle6P [Uedan & Sugiyama, 197G, Sliborovi & Leblova, 1985] y la glicina Nishzikido &
Takanashi, 1973, Uedan & Sugyz=im, 1976, Stiborovi & Leblova, 1985] wm o hienos
activadores, asi como ¢l inhibidr rualto [Fluber & Edwards, 1975, O'Leary, 2982 Su
clecto es mds pronunciado a valess nailos de phl.

Malato se ha reportado comca withibidor mixto para fa PEPC, ya que iir exventa la
Km para ¢l sustrato y dismineoye b Frax {07 Leary, 1982]. Ademds, a o la
cooperatividad para el sustrato [WVu & Wedding, 1985]. Ouos estudios indiczun que el
malato produce inhibicion comptZ itivio no competitiva dependiendo del plld ¢k msayo
[Gonzdlez y col., 1984].

2-fosfoglicolato es un anibpzo df sustrato inhibidor de la enzima, La ihibi <ion por
este metabolito es competitiva pia - PEP y acompetitiva para Mg?*, independiale-mente det
pH [Jawali & Bhagwat, 1987].

Glicina activa In PEPC & Lhojade plantas C4 monocotiledoneas increnezrstado i
Vmax y disminuyendo ta Km pr el sistrato, independientemente del pH deerasago. Sin
embitrgo, no afecta a la enzimg cde hoja de pltas €4 dicotiledoncas o de lzuns Cy
[Nishikido & Takanashi, 1973, Ueclan& S ugiyama, 1976, Stiborovd & Leblovi {9 85},

Gle6P se ha reportado comed  w etivador alostérico, particulammente electivo o pI
neutro [Huber & Edwards, 1975 Su pincipal cfecto esbajar considerablemente a Km para
el sustrato, y aumentar ligerammtze b Viax [Coomibs y cot., 1973, Uedan & Suygiyama,
1976, Marares & Leblova, 198, ZStioova & Leblovd, 1985]. Adicionalmente-. 3a GleGP
convierte fa cinética de satunied n sigmoidal por sustrato o una cinétic h-iperhdlica
[Coombs y col., 1973, Uedm & Swgiyama, 1976]. Por otra parte, la Gle@® <l isminuye
fuertemente la inhibician de b ezrvime por malato |Ting & Osmond, Y8, Ting &



Osmond, 1973¢, Huber & Edwards, 1975, Nott & Osmond, 1982, Gonzilez y col., 1984,
Wedding & Black, 1986].

2.2.3, Mecanismo de regulacion alostérica.

Camo se ha menciomado antertormente, La isoforma totosintética de PEPC de hoja de
plantas Cy es una enzita alostérica que a valores de pH cercanos a la netralidad presenta
¢fectos homotropicos y heterotropicos. Sin embargo, a la fecha existen pocos estudios sobre
el mecanismo subyacente a estos cfectos atn cuando se han propuesto los modelos
siguientes;

A) Modelo de asociacion-disociacion oligomética [Podesta & Andreo, 1989, Willeford y
col., 1990]. Lste modelo plantea que la enzima PEPC de maiz puede set regulacks in vivo via
un cquilibrio dimero-tetrdmero, donde I forma tetramérica serfa la forma totadmente activa
y con I mayor afinidad por el sustrato. B modelo se basa en las siguientes observaciones:
1) La enzima diluida (a concentraciones menores de 0.1 mg/ml) es una mezela de dimeros y
tetrameros {Wagner y col., 1987, Willeford y col., 1990]. 2) E sustrato PEP desplaza el
equilibrio hacia la forma tetramérica, lo cual explicarfa la cooperatividad positiva observada
en las cindtieas de saturacion por PEP {Uedan & Sugiyama, 1976, Hayakawa y col,, 1981,
Rodripuez-Sotres & Mufioz-Clares, 19874). 3) Gle6P también favorcee la forma
tetramérica, lo que explicaria fa ausencia de cooperatividad positiva y el aumento de la
afinidad por PEP en la presencia de Gle6P [Coombs y col,, 1973, Uedan & Sugiyama,
1976, Marés & Leblovi, 1980, Stiborovd & Leblovi, 1985]. 4) Malato, que favorece ia
disociacion del tetramero en dimero, tiene efectos contrarios a Gic6l, disminuye la afinidad
por ¢l sustrato y aumenta la cooperatividad positiva por el sustrato [OLeary, 1982,
Gonzilez y col,, 1984, Wu & Wedding, 1985}, 5) Glicerol elimina la cooperatividad
positiva de la enzima en la cinética de saturacion por PEP [Uedan & Sugiyaa, 1976,
Podestd & Andreo, 1989], 1o que concuerda con que la enzima dituida, en la presencia de
glicerol al 20% (v:v) se encuentra principalmente en forma tetramérica [Podestd & Andreo,
1989]. Igualmente, es consistente con estos datos el allazgo de que otros cosolutos
orgénicos como el glicerol {Uedan & Sugiyama, 1976, Manetas y col., 1986, Guvalas &
Manetas, 1988, Podestd & Andreo, 1989), polictilénglicol, betaina, prolina y sorbitol
[Manetas y col., 1986, Stamatakis y col., 1988] anmentan laafinidad de la PEPC por PEP.

B) Se ha planteado al modelo concertado [Jawali, 1990} de acuerdo con Monod-Wyman-
Changeux [Monod y col., 1965], como ¢l mecanisimo de regulacion alostérica de la PEPC,
sin embargo los resultados experimentates en los que los autores se basan para concluir esto

no son claros,



2.3. FL SITI0 ALOSTERICO DE Gle6P.
Este apartado resume ef conocimiento sobre fa interaccion de la Gleol con fa PEPC,

el mapeo del sitio alostérico y la activacion de a enzima por otras moléeutas fosforiladas.

2.3.1. Estudios cinéticos,

Se ha repostado que Ta activacian de Ja PEPC de hoja de maiz por Gle6l' no se afecta
por Me2* y que la mayor activacion se dita pH 7. Ademis, a pH 7 o menor, las curvas de
saturacion por Gle6P son sigmoidales, pero a plt 8 o mayor las curvas de saturacion son
hiperbalicas {Stiborova & Leblava, 1985].

Lo respuesta de la PEPC de diferentes origenes (plantas C3, Cy y CAM) a Glel en
funcion del pH del medio de ensayo indica que la forma de respuesta a este activador e3
esencialmente la misma para las tres enzimas; sin embargo, ¢l incrementa en la actividad
inducida por Gleot y {a afinidad por GleGP son diferentes. fn este estudio se propone que
residuos de histiding y de cisteina pueden estar involucrados en la activacion por Gle6P
[Wedding y col., 19891,

A pH 73 la forma fosforilada de fa PEPC tiene mayor afinidad por GleoP que u
forma no fosforilada [Duff y col., 1995); sin embargo, fa afinidad de {a enzima por Gic6P o
pit 8 es independiente det estado de fosforitacion {Wang y col., 1992, Dulf'y col., 1995].
Otro factar que afeeta la afinidad de Ta PEPC por GleoP es el estado de sawracion del sitio
aetivo. Asi, fa enzima con ef sitio activo saturado tiene una Ka para Gle6P menor que la
enzima en presencia de concentraciones de sustrato subsaturantes {Duft'y col., 19931,

{20 ko Tabla | se muestran los valores de la constante de activacion (Ka) reportados.

2.3.2. Estudios de unian,

Los estudios de unién de Gle6P a la enzima son escasos y s¢ han limitado al usp de
ciumbios en fa fluoreseencia intrinseca y extrinseca de la enzima provocados por Gle6P,

De estudios de union mediante cambios en {a fluoreseencia mirinseea de triptofano se
ha concluido que la Gle6P requicre de magnesio para unirse a Ja enzima nativa y que fa
unién del sustrato PEP al sitio activo no es necesaria para la union de Gle6P a su sitio
alostérico {Wedding & Biack, 1988].

Por otra parte, estudios de unidn siguiendo fos eambios en [a fluorescencia extrinseca
del complejo enzima-(8-anilino-1-napthalenesulfonato) sugieren que el PEP se une tanto al
sitio activo como al sitio alostérico para Gle6P [Rustin y col., 1991, Rustiny col., 1988].

En fa Tabla | se muestran fos valores de la constante de disaciacion (1 s) reportados.
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Tabla 1, Pavimetros cinéticos y de nnion reportados para Gle6P. Las valores para Kavy Ly ¢ se

expresan en mM. nindica el minmerao de Hill,

ESPECIE

PARAMETRO

CONDICIONES

REFERENCIA

Maiz (Zea mays)
Trigo (Tritfcum
destivim)
Crasula

(C. argentea)

Crisula
(C. argentea)

Sorgo
vulgare)

Maiz (Zea mays)

Nodulo de Soya
(Glycine mux)

Crisula
(C. argentea)

Crasula
(C. argenien)

(Sorghum

Ka= 0,68+0.12
Ka=1.3310.09
Ka=0.28£0.10
Ka=0.12:+0.01
n=1.1440.07
Ka= 1.3

Ka=0.535

n=2
n= 1,7
n= 1

Ka= 1.3
Sin efeeto,

Lo‘s"‘ 0241042
n= 1.8740.86

Ka=0.083+0.03

L()'Sz 0.821£0.03

Valares de Ka verdaderos!.
Sustralo saturante.

Activacion a pH 7
Sustrate subsaturante.

Activaciona pH 7.3
Sustrato subsaturante,
Sustrato saturante.

Activacion a diferente pi.
7.0

15

8.1

Sustrato subsaturante,

Activacion a diferente pH:
7.0

8.0

Sustrato subsaturante.

Medida por cambios en In
Nuorescencia imrinsecn de
triptdfano inducidos por la
union de Gle6P a pli 7.0.

Activacion a pH 7.0 y sustrato
subsaturante,

Medida por cambios en la
fluorescencia  extrinseca  del
complejo enzima-(8-anilino -
I-napthaleno-sulfonato) a pli
7.0

1989

Bandarian y cal.,
1992

Duft'y col., 1995

Stiborovii &
Leblovd, 1985

Schuller y cal.,
1990b

Wedding & Btack,
1988

Rustin y col,, 1988

|, Estos valores de Ka fueron determinados con up madelo que asume que s6lo una especie protonada de fa
enzima es capaz de unir ul activador y ser activada: Kag= Ka (1 4 HKg v Kp/th £ (0 4 WKy +
Kiaq/l. Donde Ka es el valor verdadero de ta constante de activacion, Ky Ky Kiay ¥ Kgpy son fas
constantes de disociacion para la protonacion de fa enzima libre y del complejo enzima-activador en los lados
activantes ¢ inhibidores del peefil de plt, y Kitggppy &5 f Ka a los diferentes plls.



2.3.3. Mapeo del sitio,

Con el fin de determinar los residuos de aminodcidos involueriados en Ta unidn de la
Gleol ada PEPC se ban realizado los estudios de modificacion quimica que se deseriben a
continuacion:

Arginina. La incubacion de la enzima de hoja de Crassula argentea (planta CAM)
con butanediona (un reactivo para modificacion quinica de arginina) no insensibiliza a la
activacion por GleoP, por la que los autores excluyen Ia posibilidad de que residuos de
arginina estén involuerados en la activacion de la enzima por Gleol [Rustin y col., 1988,
Rustin y col,, 1991}].

Histidina. La modificacion de PEPC de haja de €. argentea con un reactivo pars
moaditicacion de histidinas, dictifpirocarbonato (DEPC), no [a insensibiliza a la activacion
por Gle6P [Rustin y col,, 1991]; sin embargo, otros autores reportan que la modificacion
can DEPC en presencia de MgCly 5 mM y fostoglicolato S mM (para proteger al sitio
aetivo con ¢l complejo Mg-fosfoglicolato), insensibiliza a li enzima frente a Gle6P sin
pérdida de actividad [Taghizadeh y col., 1991]. La Gle6P a una elevada concentracion (9.8
mM) no protege frente a la insensibilizacion, lo que sugirio que DEPC puede estor
modificando a la proteina en un sitio cercanp, pero no en el sitio de nnion para Gle6P
[Taghizadeh y col., 1991].

Aspirtico o glutimico, PEPC de hoja de Zea maps modificada con N-etil-3-
fenilisooxazolio-3-sulfonato (reactivo utitizado para la modificacion quimica de grupos
carboxilo de proteinas) se insensibiliza frente a Gle6P, indicando que un(os) grupo(s)
carboxilo puede(n) estar localizado(s) en el sitio de unidn para GleoP [Maraliballi &
Bhagwat, 1993], pero dado que en este estudio no se realizaron experimentos de proteccion,
esta observacion no es concluyente,

Cisteina.  La  incubacion  de  PEPC de hoja de € argemtea con  p-
claramercuriobenzoato (PCMB) provoca la pérdida de la activacidn por Gle6P. GleoP
protege rente a lu insensibilizacion solo en la presencia de Mg, por lo que fos autores de
este estudio sugieren que la forma que se une al sitio alostérico es el complejo GleoP-Mg,
y que un grupo -SH estd involucrado en su union. Se reporta que si se incluye Gie6P-Mg
4,33 mM en el medio de modificacion, hay una proteccion aproximada del 50%; sin
embargo, no indican si existe proteceidn total a concentraciones mas altas del activador
[Wedding y col., 1989).

Lisina, La modificacian de PEPC de hoja de C. argentea con sulfonato de
trinitrobenceno (TNBS) insensibiliza a la enzima frente a Glc6P, pero dicha modificacion
no afecta al cambio en la fluorescencia extrinseca del complejo enzima-(8-anilino-1-
napthalen sulfonato) inducido por la union de Gle6P con la enzima, lo que sugiere que los
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residuos de lisina modificados responsables de kv insensibilizacion no estin involuerados en
fa union de Gle6P {Rustin y col., 1991].

PEPC de hoja de Z maps sc imactiva y se insensibiliza frente o GleoP por
modificacion con isotiocianato. Dado que la insensibilizacion presenta una cinética
diferente a la de inactivacion, se concluye que el residuo de lisina involuerado en la
inactivacion es diferente al involuerado en la insensibilizacion a GieoP [Wn & Wedding,
1994]. Puesto que en estos estudios no se Hevaron & cabo experinientos de proteccion con
ligandos del sitio alostérico de Gle6P, no es posible concluir si las) lisinas(s) modificadas
estdn en o cerer de este sitio o estin involueradas en ko transmisian de la transicion

alostérica que acompadia a la unidn de Gle6P.

2.3.4, Andlogos de Gle6P y otros compuestos fosforilados que activian la PEPC,

Ademis de la Gle6P, otras moléculas (todas con un grupo fostito o fostonico en su
estructura) activan la PEPC, presumiblemente por union at sitio alostérico para GleoP.

) Andlogos.

La activacion que andlogos de la Gle6P (inanosa-6-fosfato, galactosa-6-fosfato, 5-tio-
glucosa-6-fosfato, mioinositol-1-fosfato,  2-deoxiglucosa-6-fostato,  glucosa-i-fosfato,
glucosamina-6-fosfato) tienen sobre la PEPC de hoja de C. argentea reveld que la identidad
del anillo heteroatdmico es una caracteristica estruetural que afecta significativamente Ia
activacion. La activacion no fue muy sensible a la orientacion del grupo hidroxilo en el
segundo o tereer carbono, ni a la presencia o ausencia de un grupo hidroxilo ¢n el segundo
carbono; sin embargo, la posicidn del grupo fosfato es un factor significativo [Bandarian y
col,, 1992].

Fructosa-1,6-bifosfato activa la PEPC de hojas de plantas C4 [Selioniti y col., 1985,
Coombs y col., 1973, Wong & Davies, 1973] y de plantas C3 {Singal & Singh, 1936].

b)Triosas fosfato.

El 3-fosfoglicerato se ha descrito como activador alostérico de fa PEPC de hojas de
plantas Ca [Selioniti y col., 1985, Coombs y col., 1973, Wong & Davics, 1973]y de plantas
C3 [Singal & Singh, 1986].

La dihidroxiacctona fosfato [Schuller y col., 1990a) y el glicerol fosfato [Singal &
Singh, 1986} activan la enzima de plantas C3.

¢) Otros metabolitos.

Il AMP aefua como activadar moderado de la PEPC de hoja de C argentea y su
efecto no es aditivo a la activacion por Gle6l'; ademds, AMP incrementa fa Ka de Gle6P
sugiriendo que AMP se une al sitio de Gle6P | Wedding & Black, 1986].



Dos andlogos de los intermediarios propuestos para y reaceion de la PEPC (acetil
fosfato y carbamil foskuto) activan a la PEPC de hoja de maiz. Los autores suponen que ol
efecto activadar se produce por union al sitio para Gle6P. 131 carbamil fosfata ademas es
capaz de unirse al sitio activo y ser desfosforilado [Gonzalez y col., 1987]. Como cl
carbamil fosfato ¢s sustrato y activador a concentraciones similares, es may probable [a
existencia de gran similitud entre el sitio activo y el sitio activador para Gle6P, a los cuales
ambos ésteres de fosfato se unirian.

d) Compuestas no fisiologicos.

Un andlogo del PEP como el 2-dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato (McCH,PEP)
(con el curboxilo metilada y con un fosfonato en lugar de fosfato) actia como activador de
la enzima de maiz [lenkins y col.,, 1986], por lo cual los autores sugicren que Ia PEPC posee
dos sitios a los que el PEP se une: el sitio activo y un sitio regulatorio, y que ¢f MeCH,PEP
se une preferencialmente al sitio regulatorio.

En muestro laboratorio se ha descrito que otro andlogo del PEP, fenilfosfato, es
activador de la PEPC de hoja de maiz [Rodriguez-Sotres & Mufioz-Clares, 1990] y que su
electo activante es competitivo con respecta a al PEP, lo que de nuevo sugiere I existencia
de un sitio regulatorio al que puede unirse el propio PEP y que posiblemente sea el sitio
para la GleoP.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Otras preguntas que aun estdn sin responder son: ¢ la ocupacion del sitio activo es o
no necesaria para lawnion de la Gle6P al sitio alastérico?, sal sitio alostérico se une Gle6l’ o
¢l complejo GleoP-Mg?, stiene el PEP la capacidad de unirse al sitio activo y al sitio
alostérico de la Gle6P y por lo tanto de actuar como sustrato y activador?.

Del conjunto de los trabajos citados sobre modificacion quimica que provoca pérdida
de activacion por Gle6P es dificil sacar conclusiones claras acerca de los residuos de
aminodcido que forman parte del sitio alostérico para este activador, ya que: 1) en ninguno
de ellos se realizd ¢l estudio cinético de la madificacion; 2) no se determind la
estequiametria del proceso de modificacion y su correlacion con la pérdida de la
sensibilidad a Gle6P; y 3) desatortunadamente la mayoria de los reportes carecen de
informacion sobre proteccidn por Gle6P frente a insensibilizacion [Rustin v col., 1991,
Maralihalli & Bhagwat, 1993, Wu & Wedding, 1994] y en aquellos en los que si estudian el
efeeto de Gle6l sobre la insensibilizacion, los resultados no son concluyentes [Wedding y
col., 1989, Taghizadeh y col., 1991].

Finalmente, la activacion de la PEPC por otros compuestos fosforilados se ha
supuesto se debe a que se unen al mismo sitio que GleoP, pero no se ha dado ninguna
prucba de que asi sea.

Por atra parte, muchos de las estudios reportados hasta la lecha han sido realizados
usando enzima purificada en condiciones en las que se proteoliza el extremo NH,-terminal
[Ausenhus & O'Leary, 1992, Wang y col,, 1992], que incluye el sitio de fosforilacion |Jiao
& Chollet, 1989, Lepiniee y col,, 1994]. Dicha proteolisis disminuye la sensibilidad de
PEPC frente a malato [Ausenhus & O'Leary, 1992, Wang y col,, 1992] y aumenta la
sensibilidad a Gle6l [Qun & Jiao-nai, [1988]. Por cllo, los resultados obtenidos con PEPC
prateolizada en el extremo NIHj-terminal no rellejan las caracteristicas alostéricas de
PEPC nativa.

Todo esto hace importante una investigaeion a fondo del sitio alostérico para Gle6P
en ¢l que se intenten contestar estas preguntas wsando la enzima no truncada.



4. OBJETIVOS.

Con el fin de conocer al menos uno de los residuos de aminodceido involuerados en la

union de Gle6P, nos planteamos los siguientes objetivos:

Objetive general,
Modilicar covalentemente a fit enzima PEPC de hoja de mutiz (Zea mays), torma de

obscuridad (no fosforilada), de manera que pierda la capacidad de ser activada por GleoP.

Objetivos particulares.

1. Identificar un reactivo que insensibilice a la enzima a activacion por GleoP.

2. Estudiar la cinética de la reaccion de insensibilizacion.

3. Determinar la estequiometria de la modificacion quintica, es decir, el nitmero de
residuos modificados por subunidad necesarios para insensibilizar a la enzima a Gle6P.

4, Establecer la especificidad de 1a modificacion mediante estudios de proteccion,
usando Gle6P y otros activadores con foslato en su estructura que s¢ han propuesto como
ligandos de este sitio alostérico.

5. Evaluar ¢l efecto del sustrato y otros efectores alostéricos sobre la reactividad del
grupo modificable con el {in de inferir si el (los) residuo(s) modificado(s) se localiza(n) en
el sitio alostérico o esta(n) involucrado(s) en la transicion alostérica provocada por la union
de GleP,
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1, Reaetivos.

PEP, NADH, milico deshidrogenasa de corazon de cerdo, PEG (peso molecular de
6000), DTT, GicoP, fosfoglicolato, HEPES, malato y PLP fueron adquiridos de Sipma
Chemical Co, EDTA de Merck, NaBH;CN de Aldrich, y glicerol de Mallinckrodt, .

Todos los otros reactivos de grado analitico se adquirieron de fos proveedores hiabituates.

5.2, PEYC.

En el presente trabajo se utilizd cnzima pura previamente extraida, purificada y
caracterizadn en nuestra laboratorio por el Bidlogo Carlos Mdjica Jiménez.

La extraccion Tue heeha de hojas totalmente expandidas de plantas de maiz (Zea mays
L., cv. Chaljueiio) de 6-8 semanas de edad, previamente sometidas a 24 hr de obscuridad.

La cnzima utilizada en este trabajo tenfa una pureza mayor al 99 % v su actividad
especifica era de 42 pmol min! mg de proteina!.

I3t I59 para malato de la enzima fue de 0.14 & 0.01 mM y su valor no disminuyo
después de incubacion exhaustiva con fosfatasa alealina. Ademds, la incubacion de la
enzima con protein cinasa A incrementd ¢! Isg para malalo a 2.2 % 0.02 mM. En conjunto,
estos datos nos indican que la enzima PEPC wiilizada estaba completa (no proteolizada) y
que no estaba fosforilada (forma de obseuridad), de acuerdo con lo reportado por Wang y
col. (1992) y por Duff'y col. (1995).

La enzima (0.46 mg ml-1) usada en los experimentos de modificacion estaba en fa
forma tetramérica, en ausencia o presencia de cosolutos organicos, fo que se determind por
cromatografia dc exclusion molecular en Superosa 6/HR (coneetada a un sistema de HPLC
Waters), bajo las mismas condiciones en que se llevo a cabo la modificacion de la enzima.

5.3, Cuantificacion de proteina.
La cantidad de proteina fue determinada par el mélodo de Bradtord (1976),

5.4, Determinacion de la actividad de PEPC.

La actividad PEPC se midi6 espectrolotométricamente mediante un ensaya acoplado,
usando malico deshidrogenasa, y siguiendo la oxidacion del NADH a 340 nm cn un
volumen final de 0.5 mi con un espectiofotometro Beekman DU-7500 equipado con un
programa cinético. La temperatura del ensayo se mantuvo a 30 0.1 °C con un equipo de
cireulacion de agua con temperttura controlada. EY amortiguador de actividad consistio en
trictanolamina-HCE 100 mM, pH 7.3, conteniendo EDTA 1 mM, NalHCO3 10 mM, NADI
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0.2 mM, MgCl, 5 mM, PEP 1 mM y 4 widades de milico deshidrogenasa. Las
determinaciones se realizaron por triplicado siendo Ta desviacion estandar menor al £10%
en todos los casos.

I ensaya acoplado fue el siguiente:
- PEP
PEP + HCO; ™ > OMA + HPOy
Mg

® _MDH o
OAA « NADH + H —— > Malato + NAD

En log experimentos en Jos que se usod como sustrato ¢l complejo Mg-PLEP, la cantidad
de Mg2* total y de PEP total se ealeuld utilizando el programa de computo descrito por
Rodriguez-Sotres (1990).

5.5, Determinacion de I sensibilidad a Gle6D,
Nosotros definimos la sensibilidad a Gle6P como: (v-v)ivy, donde vy y vy son la
actividad enzimatica en presencia y en ausencii de Gle6P [0 mM, respectivamente,

5.6. Reaccion dela PEPC con PLP.

Se utilizo siempre una solucion de PLP recién prepannda en amortiguador de
madificacién (50 mM trictifamina-HCL, pH 7.3, | wM EDTA y 5 mM DTT). La
coneentracion de PLP en esta solucion se determiné a 388 nm usando el valor 4900 M-
el como  coeficiente  de  extincion molar [Bluckburn &  Schachman, 1976).
Inmediatamente antes de cada experimento, una alicuota de PEPC pura fue filtrada a través
de una columna de Sephadex-G25 cquilibrada con el amortiguador de modificacion con o
sin PEG al 6% (p:v), o gliceral al 20% (v:v).

La enzima disuelta en el amortiguador de modificacion se incubd con PLP a22 °C en
ausencia o presencia de los ligandos indicados en cada experimento. Las incubaciones se
realizaron en tubos cubicrtos con papel aluminio para protegerlas de la luz. A intervalos
especificos se tomaron alicuotas de 5 1 y se determiné la actividad enzimatica en presencia
y en ausencia de Gle6P 10 mM. La dilucion de In alicuota en la cubeta de reaccisn (100
veces) evita que cantintie lu inactivacion y la insensibilizacién, Ninguno de los compuestos
presentes en la incubucion afectan la estabilidad del PLP bajo nuestras condiciones
experimentales.



En el experimento de resensibitizacion, la enzima previamente modificada con PLP se
diluya 100 veces cn el amortiguador de actividad (sin MCly vy PEP), tras 1o eual a tos

tiempos indicados se tomaron alicuotas a s que se les determing fa sensibilidad a Gleol™.

5.7. Deterninaciou de la estequiometria de la reaccion de insensibilizacion por PLP.
La enzima se incubo bajo las condiciones deseritas en el apartado anteriar con la
cancentracion indicada de PLP en presencia de tosfoglicalato 15 mM y MgCly 25 mM
(paraevitar lainactivacion) por 1 iy, Este tiempo es suliciente para aleanzar et equilibrio en
el proceso deinsensibilizacion. De eada incubacion se tomaran alicuotas para determinar la
sensibilidad 1 Gle6P, Otra alicuota se redujo adicionando unos granos de NaBI;CN,
suficientes pwa producir fa decoloracion de Iy muestra, ¢ incubando por 20 min en la
obscuridad. Posteriormente, estas alicuotas fueron desaladas en ¢l medio de madificacion
sin PLP utilizando la téenica de desalado rapido por centrifugacion deserito por Penefsky
(1977). Las alicuotas redueidas y desaladas se utilizavon para determinar ln incorporacion
de PLP a la enzima, Para ello se obtuvo el espectro diferencial de Ja enzima-PLP reducicda y
la enzima reducida en un espectrofotdmetro Deckman DU 7500, y el niinero de maléenlas
de PLP unidas por mol de subunidad de PEPC se estimo por el valor de absorbancia a 327

nm, utilizando un coeliciente de extincion molar para NO-(Tosfopiridoxil)-lisina de 10700
M-t et [Fischer y col., 1963] y considermdo un peso molecular de 400000 para el

tetrimero de PEPC [Uedan & Sugiyama, 1976).

5.8. Anilisisde datos.

Los datos se analizaron utilizondo el programa de regresion no fincal MicroCal Origin
(Microcal Software, Inc. Northhampton, MA, USA).

Yara e} ndlisis de las cinéticas de inactivacian, insensibilizacion o resensibilizacion
se usaron las ccuaciones 1y 2, respectivamente.

E = (Ee - Eo)(1- ¢M) + Ea H
S = (8ot - So)(1- ekt + So )

donde L, Bo, Eoc, S, So, y S« son respeetivamente la actividad y la sensibilidad de la
enzima a GleoP al tiempo t, al tiempo cero, y al equilibrio(tiempa «). La conslante de
velocidad de pseudo-primer orden para fa insensibilizacion, &, es la suma de dos constantes
de primer orden (k= {PLP]+ k).
Los datos obtenidos durante los tiempos iniciales de la cinética de insensibilizacion se
ajustaron a la forma lineal de una ecuacion simple exponencial (ecuacion 3).
InS=1InSa-kt 3)



donde kes 1a constante de velocidad de pseudoprimer orden de insensibilizacion, ta cual
bajo estis condiciones da una estimacion de la constante de velocidad de pscudoprimer
orden deinsensibilizacion (& - [PLP]),

Elorden de fa reaccion, », con respecto a PLP se determing aplicando Ia ecuacion
deseritapor Levyy col. (1963).

Ink=Mmk?+ nin|PLP} (4)

donde kes la constonte de velocidad de pseudoprimer orden de insensibilizacion, &y es la
constantede segundo orden y n el orden dereaccion,

Los datos de las cindticas de saturacion por Mg-PEP sc ajustaron a la ecuacion de
Michaclis-Menten.

vo=(Vmax-[8] )/ ([S] + Km) (5)
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6. RESULTADOS.

6.1, Ensayo de actividad de Ia enzima modificada con PLP,

La incubacion de la enzima con PLI produce pérdida de la actividad y de la
sensibitidad a Gle6P (Fig, 1). Sin embargo, ¢l cambio de la ahsorbancia en funcion del
tiempo en el ensayo de actividad (en ausencia o en presencia de GleGP) de la enzima no
madificada con PLP es lincal durante 1.5 min (Fig. 1A), mientras que, en ¢l caso de la
enzima modificada con PLIY, el cambio de 1o absorbancia en funcion del tiempo en este
periodo de tiempo no es lineal (Fig. 1B). A patic de los 30 s se incrementa
progresivamente, lo que indica una reactivacion de fa enzima y/o una resensibilizacion al
activadar GlcGP debida a In dilucion que conlleva el ensaya. Este resultado estd de acuerdo
con la conocida reversibilidad de a reaccion de PLP con residuos de lisina [Chen & Engel,
1975}, y ya habia sido observada por Podestd y col. (1986) estudiando la inactivacion de fa
PEPC con PLY. Debido a 1o anterior, los ensayos de actividad de fa enzima modificada y no
modificada reportados en este trabajo se Hevaran a cabo solo por 30 s, ya que en este
tiempo no se observa en ningun caso recuperacion alguna de Ia actividad, tanto en ausencia

o en presencia de Gle6P (Fig. ).

"6.2. Cinética de la reaceién de Ia PEPC con PLP,
La incubacion de la enzima con PLP en el amortiguador de incubacion con PEG al
6% )p:v) produce pérdida de Ia actividad y de la sensibilidad a Gle6P. La incubacion de la
enzima bajo las mismas condiciones en ausencia de PLP no cambia ni su actividad ni su
sensibilidad a GlcGP. La Fig. 2 muestra el efecto de incubar fa enzima con PLP 1,19 mM
sobre la actividad enzimitica (determinada en ausencia o presencia de Gle6P). En cada
tiempo, la sensibilidad a GleGP remanente de Ja enzima ( inserto Fig. 2A) se determingd
como se indica en la seccion 5.5, B ajuste de los datos de [n pérdida de actividad y de
sensibilidad se realizo usando la ccuacidn para una reaccion reversible (cenaciones 1y 2,
respectivamente). La constante aparente de pseudoprimer orden caleulada para la
inactivacion es 0,0020 & 0,0005 s y para la insensibilizacion es 0.0086 + 0.0009 5! (Fig.
2), mostrando que bajo estas candiciones la insensibilizacion es cuatro veees mis répida
que la inaclivacion, Cnando la modificacion con PLP se realizd en presencia de
fosfoglicalato 15 mM y MgCl, 25 mM no se observd inaclivacion, pero i
insensibilizacion.
La modificacion con PLP tambicn insensibiliza a la enzima frente a otros compuestos
fosforilados (Tabla 1) que activan fa enzima presumiblemente por union al sitio alostérico
de Gle6P como se menciona en la seceion 2.3.4.
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Con el fin de caracterizar fa insensibilizacion a Gle6l por PLP, determinamos {a
dependencia de fa velocidad de insensibilizacion con respecto a la concentracion del
reactivo, en un intervalo de 0.19 mM a 1.19 mM (Fig. 3), cu presencia de concentraciones
saturantes de ligandos del sitio activo (fostoglicolato 15 mM y MeCly 25 M) para evitar
fa inactivacion. Como se puede observar en la Fig 3, a sensibilidad de la enzima a Gle6p
disminuye hasta aleanzar ¢l equilibrio despuds de 5-10 win de ncubacion, y la sensibilidad
residual es dependiente de fa concentracion de PLP. Estos resultados son consistentes con Ja
reversibilidad de la inscusibilizacion por PLP. La grafica de los valares de Ta constante de
velacidad aparente, estimados a partir del ajuste de los datos mostratlos en la Fig. 3 a fa
cenacion 2, versus la concentracion de PLI (inserto Fig. 3) peonite caleular una constante
de velocidad e inscnsibilizacion de segundo orden (k) de 4.7 £ 0.3 st Mt y um
conslante de resensibilizacion de primer orden (k.)) de 00046 £ 0.0002 s-t. La linearidad
de este prifico es consistente con que durante el proceso de insensibifizacion no se acumula
un complejo no covalente enzima PLP, al menas en el rango de concentracidn de PLP
utilizado. A partir de estos valores es posible estimar una constante de equilibrio de 1020
M-} para la reaccidn de PLP con el(los) grupo(s) de lisina invaluerados en fa activacion
alostérica de PEPC de maiz por Gleol.

La reversibilidad de esta reaccidn de insensibilizacion se canfirma jov fa reactivacién
por dilucidn de {a enzima previamente modificada con PLP que se muestta en la Fig. 4. La
etizin se incubd can PLP hasta que perdié 60% de la sensibilidad a Gle6P, uego de lo
cual se diluyo cien veces recuperando gradualmente el 100% de la sensibilidad original a
Gle6P. La reactivacion sigue una cinética de pseudeprimer orden en los primeros minutos
(inserto Fig. 4) permitiendo estimar una constante de resensibilizacion de primer orden (k)
de 0.0030 £ 0,0003 5!, Este valor es bastante cercagto al obtenido a partir de fos datos de la
Fig. 3.

Bl cstudio de la dependencia de fa scusibilidad remanente en funcion de Ia
concentracion de PLP también se realizo durante los primeros tiempos del praceso de
insensibilizacion, antes de que el equilibrio se alcanzara y de que la reaceion reversa fuera
sipnificativa. Cuando estos datos se ajustaron a fa ccuacion 3, obtuvimas un grifico
semilogaritmice  lineal (Fig. 5A), a partir del cual caleulunos constantes de
insensibilizacion de pseudoprimer orden para cada coneentracion de PLP. La gralica de
estas constantes de pseudoprimer orden versus la coneentracion de PLP es lineal y pasa por
el origen (Fig. 5B3), sugiriendo nuevamente que, en el intervalo de concentracion de PLP
usado en fa moditicacion, Ia reaccion de la enzima con PLP no involucra la formacion de un
complejo transitorio, no covalente, enzima PLP. A partir de esta grifica caleulanios una
coustante de velocidad de  insensibilizacion de segundo orden (£)) de 8.8 4 0.1 5! M-



Este valor es similar al estimado independientemente en los experimentos en los que se
aleanzo ¢l equilibrio de fa reaccion de moditicacion. La grafica del Jogavitimo de 1a
constante  de insensibilizacion de  pseudoprimer orden versus el ogwitmo de Ta
coneentracion de PLP es lineal con una pendiente de LT £ 0.1 (r = 0.98) (Fig. 5C),
consistente con una reaccion de primer orden respecto a PLE Este resultado sugiere que la

insensibilizacion ocurre como consecuencia de fa modificacion de un sofo residuo,

6.3, Evidencia de que el grupo modificado por PLP es una fisina,

La reaceion de PLP con un grupo amino de las proteinas da fa formacion de una base
de schiff, reaccion que es reversible y para que esta modificacion sea imeversible se
requicre Ia formacion de wna amina secundaria (NG-(fosfopiridoxil)-lisina) por reduccion
con NaBH3CN, como se muestra a continuacion:

(EramR)
ENAMA (ENZVA)
HN
N NH
I |
CH Ci,
® - O'"’CT/\TOH oy (P) O ,./Ki Hel
.-_____} l
%?\J" ~CH, 2N 'E‘ Ch,
|
H i
PLP IMNA (BASE DE SCHIFF) AMNASEC

La evidencia de que la formacion de a base de Shiff entre PLP y un grupo g-amino de
lisina de Ja PEPC es la causante de la insensibilizacion, fue que el espectra de absorcion
diferencial de fa enzima modificada con PLP y reducidn presenta un mdximo de absorcion a
327 mm [Fischer y col., 1963, McKinley-MeKee & Marris, 1972] como se muestra en ¢l
inserto de la Fig. 6.
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6.4, Determinacion del mimero de moléenlas de PLP unidas por subunidad de PEPC,
La correlacion entre la pérdida de sensibilidad a GleoP y el ntumero de moles de PLP
unidas por mol de subunidad de PEPC se determing en el experimento mostrado en la Fig,
6. Como se puede ver, existe una refacion directa entre ambas que extrapola o un valor
Iimite de 1.05 mot de PLP unido por mol de subunidad de enzima cuando Ia enzima es

tatalmente insensible al activador.

6.5. Efceto de Gleo6P sobre los pardmetros cinéticos de In PEPC nativa y de Ia PEPC

modificada con PLP,

Pudiera pensarse que la modificacion con PLY del sitio alostérico activador de 1n
enzima la activara permanentemente, es decir, una PEPC alterada con una baja Kma g ppp),
como se ha mostrado que ocurre con la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa [Charng y col.,
1994}. Por lo que nos parcei importante evaluar la Kmgygo pppy, para lo cunl, la enzima se
madificé con PLP 1.2 mM por 1 hr en presencia de sustrato saturante (Mg-PEP 4 mM,
Mg2* libre 4.4 mM y PEDP libre 5 mM) para evitar la inactivacion, La enzima control fue
incubada en las mistas condiciones pero sin PLP. La Ky, ppp) se determing bajo fas
condiciones del ensayo estandar (seecion 5.4.), pero usando Mg-PEP como sustrato variable
a PEP libre 5 mM constante, Las cinéticas de saturacion se muestran en la Fig, 7.

La Kmgpg.pppy determinada para fa enzima control fue de 093 + 0.06 mM, y este
valor disminuyo a 0.11 £ 0.01 mM en presencia de Gle6P 10 mM. En contraste, en ¢l caso
de Ta enzima modificada con PLP, ¢l valor de ta Kimgygy. ppy fuc esencinlmente el mismo en
ausencia o presencia de Gle6P 10 mM (0874 0.10 mM y 0.95 £0.12 mM, respectivamente),
y corresponde al valor de la Knmygyge.ppp) que presenta la enzima cantrol en ausencia de
GleGP. El hecho de que la PEPC de mafz insensibilizada con PLP presente fa misnm
Kmpgo.ppp que la enzima nativa, puede deberse a que PLP no posce los requerimientos
estructurales necesarios para producir fa transicion alostérica.

6.6. Prateccion por ligandos de PEPC frente a inactivacion e insensibilizacion a
Gle6P por PLP.

Con el fin de obtener infarmacion acerca e los sitios funcionales a los que PLD se
esta uniendo, examinamos el efecto de ligandos del sitio activo y del sitio alostérico de
Gle6P, en ausencia y en presencia de 6% (p:v) PEG o 20 % (viv) glicerol, sobre fa
inactivacion y sobre la insensibilizacion & Gle6P por modificacion con PLP. En estos
experimentos la enzima se ineubd con upa concentracion fija de PLP en presencia y en
ausencia de fos ligandos indicados. Despuds del tiempo necesario para que el proceso de
inactivacion y el de insensibilizacion alcanzavan el equilibria, determinamos a actividad y
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la sensibifidad remanente. £n la Tabla HE se resmuen los resultados de este experimento
expresiados eamo poreentaje de los valores iniciales.

Como se observa, en ausencia de cosoluto, Gle6P [0 mM no afecta ni a Ia
inactivacion ni a la insensibilizacion, a pesar de que ¢sta es una concentracion relativamente
alta comparada con la Ka reportada para Gle6l (Tabla 1), Iste resultado sugiere que bajo
las condiciones det experimento, cuando Gle6p es ol tnico ligando presente, no se une o se
une muy pobremente a su sitio alostérico. En presencia de un cosolwto orgdnico (PEG o
glicerol), GleoP si es capaz por si misma de proteger significativamente frente a la
insensibilizacion y al mismo tiempo incrementa el prado de inactivacion de la enzimao.
Cuando se incluye Mg-PEP en ¢l amortiguador de incubacion, GleoP 10 mM ofrece
proteccion total a la insensibilizacion independientemente de {a presencia o ansencia de
cosoluto.

El Mg-PEP y PEP presentaron un efecto contrario al de Gle6P: protegen a la enzima
frente a la inactivacion y aumentan notablemente la insensibilizacion. Mg2* libre no
prolege a la enzima frente a la inactivacion, resultado que coneuerda con lo reportado
previamente [Podestd y col, 1986}, Sin embargo, esta carencia de proteceion parece
deberse a que el metal se une a una region del sitio activo diferente a aquella en la que se
encuentra la lisina modificada por PLP, y no a que Mp2* libre no pueda unirse al sitio
aclivo, ya que Mg2* tiene ¢l mismo efecto que Mg-PEP y PEP sobre la reactividad de la
lisina del sitio alostérico con PLP, disminuyendo marcadamente la sensibilidad a Gle6P tras
alcanzarse el cquilibrio de la modificacion.

Los resultados de la Tabla I muestran que la Gle6P no requiere magnesio para
unirse a su silio aloslérico, contrariamente a lo que previamente se ha sugerido [Wedding &
Black, 1988]. Sin embargo, GleoP ofrece mayor proteceidn frente a insensibilizacion en
combinacion con Mg2*, PEP, o Mg-PEP, lo que sugiere que la ocupacion del sitio activo
por cualquicra de estos ligandos aumenta la union de Gle6P al sitio alostérico, Estos
resultados no son sorprendentes, pues cambios conformacionales en el sitio activo que se
manifiestan como una disminucion de la Ky, pgpy son debidos a la wnion de Gle6P a su
silio alostérico, y concuerda con ¢l incremento en la afinidad de PEPC por Gle6P a
concentraciones saturantes de sustrato encontrado en cstudios cinéticos [DufT'y col., 1995,
Castellanos-Martinez, Mijica-Jiménez, C. & Muiioz-Clares, R.A., ditos no publicados].

Par otra parte, los datos de la Tabla [T muestran que la presencia de PEG o plicerol
en ¢l amortiguador de modificacion afecta la reactividad frente a PLI de la lisina del sitio
alostérico, y no la reactividad de fa lisina del sitio activa. Asi, en presencia de PEG o

glicerol la lisina involucrada en la respuesta a Gle6P es mucho mis reactiva con PLP que la



fisina del sitio activo, mientras que presentan una reactividad similar en ausencia del
casoluto.

Finalmente, los activadores fostorilados incluidos en la Tabla H protegen a Ja enzima
del proceso de insensibilizacion a Gle6P cuando s¢ incluyen en el medio de modificacion.
I} grado de proteccian que ofrecen estos compuestos (Tabla 1V) correlaciona con el grado
de activacion que producen en li enzima (Tabla 1), lo cual conenerda con que este grupo de

activadores se une al mismo sitio que GleoP.

6,7 Tablas y Figuras de las Resultados.

1in este apartado se incluyen las tablas y las figuras referidas en los resultados

Tabla {1 Efecto de PLP sobre la activacion de Ia PEPC? par compuestos fosforilados.

Activador Actividad (% del comml)l’

(10 mM) No modificada Modificada
Gle6P 425 112
Fenilfosfato 190 99
Dihidroxiacetona fosfoto 158 101
Glicerol fosfato 157 97
AMP 140 100

@ La enzima se incubd con PLP 0.65 mM en la presencia de PEG al 6% (quv) bajo las
condiciones indicadas en la seccion 5.6.

b 4 actividad fue determinada en ausencia (control) o en presencia de Gle6P 10 mM a
tiempo cero (enzima no modificada) y después de 1 hr de incubacidn con PLP (enzima
modificada).



Tabla 111, Efeeto de ligandos de PEPC sobre Ia inactivacion y Ia insensibilizacion

provecada por PLP,

[Ligando] Actividad? Sensibilidad?
(% det control) (% del control)

A) Sin cosoluto

— 69 60
Gle6P 10 mM 74 59
Mg-PEP 4 mM 100 26
Gle6P 10 mM, Mg-PEP 4 mMb 100 99

B) PEG 6%

_ 70 23
Glc6P 10 mM 59 68
PEP 10 mM 97 34
MgCly 10 mM 69 i
Mg-PEP 4 mMb 100 9
Gle6P 10 mM, Mg-PEP 4 mMb 100 98
Gle6l 10 mM, PEP 10 mM 95 100
Gle6P 10 mM, MgCly 10 mM 74 89

C) Glicerol 20%

- 68 45
Gle6P 10 mM 44 65
Gle6P 10 mM, Mg-PEP 4 mM? 98 100

¢ La octividad y la sensibilidad a Gle6P de la enzima se determing a tiempo cero
(control) despuds de | hr de incubacion con PLP 0.6 mM, en presencia de los ligandos y
de los cosolutos indicados.

b Mg2* libre 4.4 mM y PEP fibre 5 mM.
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Tabla IV, Proteccion por activadoves fosforilados de PEPC frente de Ia
insensibilizacion eausada por PLP,

Activador Sensibilidad?
(10 mM) (% del control)
— 14
GleoP 60
Fenitfosfato 54
Dihidroxiacetona fosfato 34
Glicerol fosfato 35
AMP 28

@ La sensibilidad a Gle6P se determing a tiempo cero (control) y despuds de 1 hr de
incubacion con PLP 0.65 mM, en la presencia de PEG al 6% (piv) y de los ligandos
indicados.
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Results file: B:\TR5186

dethod name: A:\ALEX it

Data collected at 340.0 nm at K/A € A
Curve fit: Linear Units: un/ml = warve offset: [None}
Initial  Final Rate Result
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Fig. 1. Curva de progreso de la reaccion catalizada por PEPC no modificada (A) y
modificada con PLP (B). La enzima se ineubd en ausencia o en presencia de PLP 1L.OmMa
30 °C en el amortiguador de incubacion conteniendo PEG al 6% (piv), como se describe en
la seecion 5.6. Después de nna hr de incubacion, se tomaron alicuotas para determinarles la
actividud cn ansencia (C3) o en presencia de Gle6P 10 mM (O), En la parte superior de los

paneles se muestra la actividad determinada considerando solo los primeros 30 s.
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Fig. 2. lifecto de PLP sobre la actividad y la sensibilidad a GleoP de la PEPC de hoja
de mafz. La enzima se ineubd con PLP 1.19 mM bajo las condiciones descritas en la Fig, 1.
A los tiempos indicados, se tomaron alicnotas para determinarles la actividad en ausencia
(M), 0 en presencia de Gle6P 10 mM (®), Las lineas son los mejores ajustes de fos datos
experimentales a a ceuacion | por regresion no lincal, Inserto: Sensibilidad residual a
GleoP. Los puntos se generaron a partir de {os datos de la figura principal como se deseribe
en el texto y lalineaes el mejor ajuste a ki ecuacion 2.
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Fig. 3. Dependencia de la insensibilizacion de PEPC a activacion por Gle6P en
fimeion de la concentracion de PLP, La enzima se incubd con PLP 0. 19 (®), 0.4 (01), 0.62
(8) o LY (O) mM bijo fas condiciones descritas en la Fig. I en la presencia de
fosfoglicalnto 15 mM y de MgCly 25 mM. A los tiemypos indicadas se tomaron alienotas
que fueron ensayadas como se indiea en la Fig. 1. Las lnens sonlos mejores ajustes de los
dutes experimentales a fa ccuacion 2. Inserto: grafico de las constantes aparentes de
velocidad (k) para la pérdida de activacidn por Gle6P versus concentracidan de PLP, La linea
esclmejorajusteala ccuncion & =kyp [PLP] + &
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Fig. 4. Reversion de ln insensibilizacion de PEPC a Gle6P causada por PLP, La
enzima se incubo con PLP 0.4 mM como se indica en la Fig. 3. Después de 60 min Ia
miezela de incubacion se diluyd 100 veees en el amortiguador de actividad. A los tiempos
indicados, s¢ tamaron alicuotas n fas que se tes determing la sensibilidad a Gle6P, Los datos
se ajustaron por regresion ne lineal a Ia ecuacion 2. Inserto: grifico semilogaritmico del
porcentaje de sensibilidad residual versus ticmpo. Se consideraron solo los primeros 3 min
de lareaccion de resensibilizacion, La linen es el resultado del ajuste a la ecuacion 3,
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Fig. 5. Cinética de pseudoprimer orden de la insensibilizacion de PEPC a Gle6P por
PLP, (A) Gréfico semilogaritmico del porcentaje de sensibilidad residual versus tiempo de
incubacion con PLP 0,19 (W), 0.4 ([3), 0.62 (®) o 1.19 (O) mM. Las lincas son el mejor
ajuste de los datos a la ecuacion 3. (B) Dependencia de la constante de velocidad de
insensibilizacion de pseudoprimer orden de la concentracion de PLP. (C) Determinacion del
orden de reaccion para PLP acorde a la ecuacion 4.
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Fig. 6. Relacion entre la sensibilidad de 1a enzima a Gle6P y 1a unitdn de PLP 4 la
PEPC. Mucstras de PEPC pura (1.8 uM) fueron incubadas con diferentes concentraciones
de PLP (de 0 a 1,19 mM) bajo las mismas condiciones que las descritas en e} pie de fa
Fig. 3. La incorparacian de las moléeulas de PLP a la proteina se determinaron como se
describe en la seccion 5.7. Inserto: Espectro difercncial de fa enzima (2.9 uM) no
modificada y la enzima (2.9 pM) modificada con PLP 1.2 mM, y reducidas con NaBH;CN
como s¢ desceribe en la misma seccion.
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Fig. 7. Cindtica de satutacion por Mg-PEP (PEP libre 5 mM constante) de la PEPC
nativa (O,®) y de PEPC modilicada con PLP (T1,®) en ausencia (O,00) o presencia de
GlcGP (@,M). La enzima se incubéd por | hr en el amortiguador de incubacion en presencia
de Mg-PEP 4 mM (Mg?* libre 4.4 mM y PEP libre 5 mM) sin (PEPC nativa) o con PLP
(PEPC modificada). Los puntos corresponden a los valores de velocidad inicial obtenidos
experimentalmente y las lineas son ¢l mejor ajuste a a cenacion de Michaelis-Menten.



7. DISCUSION.

L. insensibilizacion a $a Gle6P producida por ¢f PLP estudiada en este trabajo puede
ser el resultado de I moditieacion de una lisina localizada en o cerca del sitio alostérico,
impidiendo de esta manera fa union del activador por un efecto estérico, o bien de una fisina
gue esté involuerada en la transiciou alostérica provocads por la union de GleoP a la
enzima, I2n el Gitinio caso, I proteccidn ejercida por Gle6P puede explicarse st fa lisina esti
expuesta en la enzima libre y total o parcialmente escondida después de que se Heve a cabo
Ia transicion alostérica. IPn los dos modelos prapuestos para ta regulacion alostérica de la
isotorma tipo C4 de PEPC, el modelo de asociacion-disociacion olippmdrica [Podesti &
Andreo, 1989, Willeford y col,, 1990} y el modeto concertado [Jawali, 1990h), el misme
cquitibrio se afecta por ligandos homotropicos y heterotropicos, de manera que fa transicion
alostérica causada por la union del sustrato deberfa afectar la reactividad de esta lising en
forma similar a la transicion alostérica causada por i union de Gle6P, en el caso de que este
residuo estuviera involucrada e la transicion alostérica mds que en la union de Gleob.
Nuestra evidencia experimental niestra que este no es el caso, pues la saturacion del sitio
activa no solo no protege frente a la insensibilizacion, sino que notablemente aumenta el
grado de insensibilizacion y, viceversa, la saturacion del sitio alostérico protege frente 2 la
insensibilizacion ¢ incrementa fa inactivacion. Estos resultados swgieren que fa union del
sustrato al sitio activo ™abre" el sitio alostérico y que ta unidn de GleoP al sitio alostérico
"abre" el sitio activo, de total acuerdo con el principio tesmodindmico de union, of cual
establece que los efectos de union heterotropicos estdn relacianados con los electos de
univn homotrépicos [Wyman, 1964]. En total consisteneia con esto, lp proteccion ejercida
por GleGP contra insensibilizacion requiere o s¢ aumenta por la saturacién det sitio activo,
como se muestra en fa Tabla JIL.

Se ha propuesto que PEP en su forma libre actia como activadar uniéndase at sitio
alostérico de Gle6P [Jenkins y col., 1986., Rodriguez-Sotres & Mufioz-Clares, 1990]; sin
embargo, como se muestra en ta Tabla [, PEP protege la inactivacion pero no la
insensibilizacion , lo cual indiea que PEP no se une al sitio alostérico de Gle6P.

Los casolutos orgdnicos PEG y gliceral aumentan la insensibilizacion y al mismo
tiempo {avorecen Ia proteecion contra insensibilizacion dada por Gle6P. Estos dos
resultados sugieren que el sitio alostérico es mds accesible al PLP y al activador en
presencia de los cosolutas, lo cuat estd de acuerdo con ¢l efecto de PEG y glicerol sobre la
afinidad de PEPC por Gle6l: ambos cosolutos disminuyen la Ka para este activador
[Castellanos-Martinez, A., Mdjica-Jimencz, C. & Muidioz-Clares, R.A., datos na
publicados]. El efecto de los cosolutos orpdnicos sobre la cinétiea de la PEPC se ha
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explicado [Podesta & Andreo, 1989, Wedding y col., 1990, Wedding y col., 1994] a wravés
del modela de asociacion disociacion oligomérica (seecion 2.2.3.) v de la teorfa del
“volumen de exclusion” [Gekko & Timasheff, 1981], de acuerdo con la cual, la repulsian
entre la PEPC y tales cosolutos provoca el confinamicento de la enzima en una pequeiia
{raccion del volumen total, favoreciendo la forma tetramérica activa de la PEPC. Sin
embirrgo, es importante hacer natar que el efecto de glicerol y PEG sobre la union de Gleo6)?
y Ja reactividad de la lisina del sitio alostérico se determing usando una preparacion de
enzima muy concentrada y tetramérica, mientras que el efecto de los cosolutos sobre Ja Ka
se determind en estudios cinéticos de velocidad inicial, en los que se utiliza enzima nuy
diluida [Castellanos-Martinez, A., Mtjica-Jimenez, C. & Muioz-Clares, R.A., datas no
publicados]. Por 1o tanto, pensamos que los efectos abservados en este trabajo no se deben a
lu conocida eapacidad de los cosolutos de desplazar ¢l equilibrio dimero-tetrdmero Jiacia la
forma tetramérica [Podestd & Andreo, 1989}, sino @ que provocan, adenus, cambios
confonmacionales que no involucran asociacion de subunidades.



8. CONCLUSIONES.
[in base a los resultados obtenidos, las principales conelusiones de este trabajo son:

1) La modificacion con PLY de la enzima PEPC de hoja de maiz causa su
insensibilizacion a activacion por Gle6P. Dada lt correlacion entre ¢l ntimero de moléculas
de PLP incorporadas a la enzima y dado ¢l orden de reaccion para el PLP, se concluye que
Ja modificacion de un residuo de lisina por mondmero de Ia enzima es fa responsable de fa
insensibilizacian a Gle6P de la enzima PEPC de hoja de maiz.

2) El efecto competitivo de Gle6P con respecto al PLP, junto con el efecto opuesto
que tiene sobre In inactivacion sugicre que ta lising modificada se localiza en o ceren del
sitio de union para GleoP,

3) La enzina insensible a Gle6P también cs insensible a otos activadores que tienen
un grupo fosfato en su estructura. Ello, wiido a fa proteceion que dichos actividores
presentan {rente a la insensibilizacion por PLP, permite concluir que este grupo de
activadores se une al sitio activador alostérico de GleoP.

4) La wodificacion quimica de la lisina ba permitido  detectar  estados
conformacionales de 1a enzima, provocados por la union de diversos ligandos o por la
presencia de cosolutos orgdnicos en el medio en que se encuentra la enzima.



9. PERSPECTIVAS.

LEn este trabajo se ha dado un primer paso para ¢l estudio de la correlacion de la
estructura funcion del sitio alostérico para Gle6P de la enzima PEPC de hoja de maiz al
detectar fa presencia de un residuo de lisina en este sitio alostérico.

Como punto importante resta el localizar dicha lisina en la estructura primaria de la
enzima, Ello permitird fa construccion de enzimas mutadas en dicha posicidn y asi
confirmar o no la participacion directa de este residuo de aminodcido en fa union de Gle6P
a su sitio alostérico

Por otra parte, dado que PLP inactiva e insensibiliza a la enzima por madificacion de
dos residuos de lisina diferentes y que tanto la actividad como la sensibilidad residuales tras
alcanzarse el equilibrio de Ia reaccion de modificacion son dependientes de Ia presencia y
concentrueidn de diferentes ligandos de la enzima, este modelo experimental nos permitird
determinar fas constantes de disaciacion de ligandos del sitio activo y del sitio alostérico
activador de GleoP bajo diferentes condiciones, asi como evaluar las interacciones entre
estos dos sitios y entre ellos y otros sitios alostéricos (por ¢jemplo los sitios para malato y
para glicina). En definitiva, nos permitira profundizar en ¢l conocimiento del mecanismo de
Ia regulacion alostérica de esta importante enzima,

Finalmente, ¢l disponer de una enzima modificada insensible a Gle6P permitird
explorar de manera directa la posible activacion de {a enzima por PEP libre. De la misma
manera permitird determinar el meeanismo cinético de la enzima, sin la complicacion del
posible efecto activador del sustrato, ya que los patrones cinéticos obtenidos con fa enzima
nativa son bastante compiejos y dificiles de interpretar.
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