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1. RESUMEN.

La enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) cataliza la pB-carboxilacion  del
fosfoenolpiruvato en presencia de Mg?' y bicarbonato para formar oxaloacetato y fosfato
inorganico. Esta enzima es regulada alostéricamente por varios metabolitos entre ellos la
D-glucosa-6-fosfato, el Il.-malato y la glicina. Ademas, se ha demostrado que el
fosfoenolpiruvato es también un activador de la enzima (Rodriguez-Sotres y Mufioz-
Clares, 1990) vy la evidencia sugiere que posiblemente se une al sitio para la glucosa-6-
fosfato (Lopez-Valentin, 1997)

Por otra parte, numerosos analogos del tostfoenolpiruvato han demostrado tener actividad
frente a la PEPC, resultando gran parte de c¢llos inhibidores de la enzima mientras que
unos cuantos han demostrado ser activadores A primera vista parceciera que los
inhibidores se caracterizan por poseer tres cargas negativas y los activadores unicamente
dos.

En este trabajo s¢ utilizaron dos andlogos estructurales del fosfoenolpiruvato que diferian
en el nimero de cargas negativas; estos compuestos son ¢l acido 2-fostfonometil benzoico
(con tres cargas negativas) y ¢l 2-fosfonometil benzoato de metilo (con dos cargas
negativas). Esta diferencia de carga neta fue suficiente para que, en ensayos cindticos, el
acido (al que llamarecmos oFAB) se comportara como un inhibidor mixto de la enzima y el
éster (al que llamaremos oFMB) se comportara como un activador tipo K. Sin embargo,
ensayos de proteccion frente a la modificacién quimica con 5'-fosfato de piridoxal
mostraron que, tanto en ausencia como en presencia de ligandos, oFAB provocaba una
desproteccion del sitio activo y no ofrecia proteccion del sitio alostérico, lo cual parece
indicar que dicho compuesto no se une ni al sitio activo ni al sitio alostérico o se une con
una geometria tal que no ofrece proteccion. El oFMB tampoco ofrecia proteccidon de
ninguno de los sitios en ausencia de ligandos, mas en presencia de fosfoglicolato-Mg si fue

capaz de proteger al sitio alostérico



2. INTRODUCCION.

Las plantas han sido clasificadas segin su metabolismo en plantas C;, Ci 0o CAM.
Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC, E.C. 4.1.1.31) es la enzima que cataliza la fijacién
inicial de CO: en estos dos Gltimos tipos de metabolismo. Para comprender mejor su papel

y su importancia es necesario explicar primero el funcionamiento del metabolismo C; y un

fendmeno colateral, el proceso llamado fotorrespiracion.

2.1. Metabolismo C; vs. fotorrespiracion y mecanismos

concentradores de CQOa.
2.1.1. Fotosintesis.

La fotosintesis consiste escencialmente de dos fases, las llamadas fase luminosa y fase
oscura. Durante la fase luminosa la energia en forma de¢ fotones es transformada en el
potencial quimico (ATP y NADPH) que se requiere para llevar a cabo las reacciones . de la
fase oscura. Durante la fase oscura ocurre la sintesis de azicares gracias a la fijacién de

CO: atmosférico. Las reacciones iniciales de esta ultima fase reciben en conjunto el
nombre de ciclo de Calvin

2.1.2. El ciclo de Calvin y su regulacién.

La enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) es una enzima
cloroplastica que cataliza la carboxilacion de la ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP) con COa;, en

el primer paso del ciclo de Calvin (esquema 1).
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Esquema 1. El mecanismo de la reaccidon de carboxilacion catnlizada por la Rubisco (tomado de
Lechninger ef al., 1993a).

En esta reaccion de carboxilacion se producen dos moléculas de 3-fosfoglicerato
(molécula de 3 carbonos, de ahi el nombre de metabolismo C;).
El ciclo de Calvin puede dividirse en tres etapas: la carboxilacién, la produccidon de

gliceraldehido-3-fosfato y la regeneracion del aceptor RuBP (esquema 2).
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Esquema 2. El ciclo de Calvin
RuBP, ribulosa-1,5-bifosfato; PGA. 3-fosfoglicerato, BisPGA, 1.3-bifosfoglicerato; G3P, gliceraldchido-3-
fosfato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; RuSP, ribulosa-5-fosfato (adaptado de Macdonald ¥ Buchanan,
1990).

El gliceraldehido-3-fosfato se utiliza entonces para la formacién de glucosa-6-fosfato a

través de la gluconcogénesis (Jensen, 1990; Macdonald y Buchanan, 1990).
2.1.2.1. Regulaciéon de la Rubisco.
2.1.2.1.1. Activacién por CO;, Mg*" y pH.

Durante la iluminacion del cloroplasto se genera un transporte de protones desde el

estroma hacia la luz del tilakoide lo que provoca un aumento del pH en el primero; para
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compensar esta pérdida de cargas hay un transporte de iones Mg?** en sentido opuesto.
Como es de esperarse, la Rubisco es una enzima regulable y aprovecha los cambios en su

medio para modificar su actividad.

La Rubisco para ser cataliticamente competente debe pasar a un estado activado:

E (inacuva) + “CO; «» E-*CO; tinacuva), [paso lento]

E-*CO; + Mg®" «» E-*CO»Mg”" (activa), [paso rapido)

Estos dos pasos son reacciones no-enzimaticas; el primero se ve favorecido por un pH
alcalino y consiste en la formacion de un carbamilo (E-NH-COO) con un residuo de lisina
del sitio activo Notese que el *CO: que participa en la activacion no es el CO;z que
participa en la reaccion de carboxilacion. El segundo paso es la formacion de un complejo
con Mg?” y esta forma final de la enzima es la capaz de unir RUBP para la catalisis. Resulta

entonces evidente el porqué un pH alcalino, el CO: y el Mg® son activadores de la
enzima.

2.1.2.1.2. Regulacién por la Rubisco activasa.

A bajas concentraciones de CO; 1a RuBP se puede unir también a la forma no activada de

ia enzima, impidiendo asi su activacion. L.a Rubisco activasa cataliza el paso de activacion
de la Rubisco

E-RuUBP «» E-*CO2-Mg? -RuBP.

Este proceso requiere de ATP, si bien el mecanismo de la activacion esta ain en discusion,

ya que algunos autores proponen que esta enzima pudiera ser una nueva chaperona
(Sanchez-de-Jiménez er al.,

1995) mientras que otros no estan de acuerdo con esta
hipotesis (Eckardt y Portis, 1997).



2.1.2.1.3. Regulacién por carboxiarabinitol-1-fosfato.

El carboxiarabinitol-1-fosfato (CA1P) es un inhibidor de la Rubisco. Su concentracién es
dependiente de la intensidad de la luz recibida por la hoja; de noche su concentracion es
inclusive mayor a la concentracion de sitios activos de la Rubisco y durante este periodo la
actividad de ésta es el 10% de la actividad que se observa durante el dia. La luz lleva a la
degradacién del CAILP y en condiciones de iluminacién continua este inhibidor se vuelve
practicamente indetectable

Es necesario sefalar que este mecanismo de regulacion y el anterior no necesariamente se

encuentran en todas las plantas ni operan conjuntamente.

2.1.2.2. Regulacién de otras enzimas del ciclo de Calvin.

La luz puede regular la actividad de otras enzimas del ciclo de Calvin como son la
seudoheptulosa-1,7-bifosfato, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y la ribulosa-5-

fosfato cinasa, las cuales participan en la fase de regeneraciéon de la RuBP a partir del

gliceraldehido-3-fosfato. Esta regulaciéon es llevada a cabo mediante la

oxidacion/reduccion de sus grupos sulfhidrilo mediante el proceso ilustrado en la figura 1.

En este mecanismo, cuando el fotosistema 1 se encuentra iluminado se generan

equivalentes reductores, los cuales son transferidos a la ferredoxina; ésta a su vez es capaz

de reducir a la tiorredoxina, la cual es la responsable de reducir a las enzimas mencionadas

y llevarlas de su forma inactiva (-S-S-) a su forma activa (-SH HS-).



Ferredoxina-ox Ferredoxina-red
tiorredoxina
feductasa

Tlorredoxina-red Tiorredoxina-ox

E-inactiva (-$-S-) E-activa (-SH HS-)

Figura 1. Mccanismo de accidn de la ferrcdoxina-tiorredoxina (adaptado de Lehninger ef al., 1993b).

2.1.3. Fotorrespiracion.

Axn cuando Rubisco acepta CO; en la reaccion de carboxilacion, puede aceptar O, en su
lugar y funcionar entonces como oxigenasa (esquema 3). Este proceso junto con las
reacciones subsccuentes es llamado fotorrespiraciéon. El primer paso de la

fotorrespiracion consiste en la produccion de 3-fosfoglicerato y 2-fosfoglicolato.
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Esquema 3. Reaccién de oxigenasa catalizada por la Rubisco (tomado de Lehninger ef aZ., 1993¢).

El 2-fosfoglicolato es un metabolito toxico para las plantas, por lo que es necesario

metabolizarlo mediante el llamado ciclo C; (esquema 4).
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Esquema 4. El ciclo C; (adaptado de Lehninger ef al., 1993d).



En el ciclo Cz por cada cuatro carbonos (dos moléculas de fosfoglicolato) metabolizados,
un carbono es liberado como CO: y los tres restantes son regresados al ciclo de Calvin
Resulta entonces cvidente que la presencia de O3 lleva, debido a la fotorrespiracion, a la
pérdida del carbono fijado.

Puesto que la fotorrespiracién libera CO: durante la fijacion del mismo, existe una
concentracion atmosférica de CO:z a la cual la liberacidn y la fijacidn son iguales. Esta
concentracion de CO; es llamada punto de compensacion de CO; y normalmente es de 40
a 60 plde CO, - I'! en las plantas C;. Siendo que la liberacion de CO: requiere la presencia
de O3, ¢l punto de compensacion depende de la concentracion de este gas; asi, en hojas de
plantas C3 y a 226 d¢ Oz, el punto de compensacion es casi de cero y aumenta en forma
lineal al aumentar [a concentracion de O: Ya que la energia necesaria para la fijacion de
CO; proviene de la captacion de energia luminosa, existe un umbral de iluminacion en el
cual el balance entre el CO: fijado y ¢l CO: respirado a través de los procesos normales de
respiracion y de la fotorrespiracion es igual a cero y por debajo del cual la planta ya no
puede sostener su metabolismo autétrofo. La intensidad de luz en este umbral es ltamado
punto de compensacion de luz Por arriba de éste ¢l punto de compensacion de CO: no
cambia con la intensidad de la luz. Igualmente, la fotorrespiracién varia en funcion de la
concentracion de CO;. A concentraciones elevadas de CO: y a bajas intensidades de luz la
incorporaciéon de O es inhibida. La respuesta puede resultar mas compleja cuando se
consideran otros factores como la tempertaura y la humedad, pero en cualquier caso, altas
concentraciones de CO; inhiben la incorporacion de O; al competir por ¢l sitio activo de la
Rubisco.

En las hojas Ci, la relacién fotorrespiraciéon/fotosintesis aumenta al incrementarse la
temperatura. Esto se debe por una parte a la cinética de la Rubisco, pues al aumentar la
temperatura disminuye la afinidad de la enzima por el CO: y se favorece la reaccion de
oxigenacion; ademas, la solubilidad relativa del CO; y del O; cambia con la temperatura.

Como es de esperarse, el punto de compensacién de CO: en plantas C: aumenta con la
temperatura (Canvin, 1990).
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Para evitar el efecto del oxigeno en la fotosintesis las plantas Cs y CAM han desarrollado
elaborados mecanismos bioquimicos y anatdmicos que les permiten aumentar la
concentracion de CO; en la proximidad de la Rubisco, minimizando asi su actividad de
oxigenasa. Microalgas y cianobacterias han adoptado un método mas directo, utilizando
un transporte intenso de FICO;" y CO; que les permite alcanzar asi un resultado similar
(Lucas, 1983).

2.1.4. El metabolismo C..

En las plantas C. la fotosintesis es casi inscnsible a la concentracion de O, y su
incorporacién no varia con la concentracion de CO; dentro de un rango muy amplio de
concentraciones de estos gases. En estas plantas el punto de compensacion de CO; es
menor a 5 pl CO; - I''. Esto sugiere que la actividad de oxigenasa y la fotorrespiracién
estan muy reducidas o estan ausentes en estas plantas. La temperatura tampoco afecta al
punto de compensaciéon de CO>, lo que sin duda se refleja en una distribucidén
predominante de las plantas Cs en regiones con climas calidos y soleados. El maiz, el
sorgo y la cafa de azucar son plantas C, y su importancia econdmica sin duda explica el

interés de la comunidad cientifica por el estudio de este metabolismo.

Las hojas de las plantas C; poseen una estructura anatomica que las diferencia de las
plantas C;; en las plantas C; las células del meséfilo se encuentran distribuidas sin una
organizacion clara en el tejido de la hoja siendo el principal sitio de fijacion de CO;. En
cambio, en las hojas de las plantas C, las células del meséfilo se encuentran rodeando a las
células de la vaina vascular, formando una estructura a la que se ha llamado anatomia

Kranz (del aleman, que significa "corona”; figura 2).
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Figura 2. Anatomia de las hojas de las plantas C, y C, (tomado de Smith y Wood, 1992a).

Las células del mesofilo no poseen las enzimas del ciclo de Calvin, pero la actividad de la
PEPC es muy elevada, por lo que fijan activamente CO; ¢n forma de oxaloacetato, el cual
es rdpidamente reducido a malato o transaminado a aspartato. Esta forma de carbono se
transporta a las células de la vaina vascular en dondc es decarboxilado para generar CO, y
un compuesto de 3 carbonos. Las células de la vaina vascular si poseen las enzimas del
ciclo de Calvin y el CO; liberado es entonces fijado por la Rubisco como en una planta
C3. El compuesto de 3 carbonos producto de la descarboxilacién es regresado a las células
del meséfilo en donde se regenera el PEP que se requiere para empezar un nuevo ciclo

(figura 3).
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Figura 3. Los subgrupos de plantas C, (lomado dec Smith y Wood, 1992b).

El resultado neto de este poceso es un transporte de CO; a las células de la vaina vascular.
Como las velocidades de carboxilacién del PEP y la subseccuente descarboxilacién
proceden a velocidades mayores que la velocidad con la que opera la Rubisco, la
concentracidon de CO; en los cloroplastos de las células de la vaina vascular es mucho
mayor que la concentracién del CO; atmosférico. De esta manera, la actividad de

oxigenasa de la Rubisco y la fotorrespiraciéon se reducen notablemente.

Existen igualmente plantas con un metabolismo intermedio entre C; y Cs, plantas Cs que
no poseen la anatomia de Kranz, plantas acuaticas que tienen hojas C3 o Cy4 dependiendo
de si se encuentran sumergidas o no (Nelson y Langdale, 1994) y plantas que poseen en
diferentes hoja tipos de fotosintesis Ilamados perfil fotorrespiratorio alto y perfil
fotorrespiratorio bajo (Spencer er al., 1996): sin embargo, una discusion detallada de estas

adaptaciones metabdlicas va mas alld de nuestro interés presente.
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2.1.5. El metabolismo CAM.

Hemos visto como las plantas C. separan en el espacio la fijacion del CO:; y su
incorporacién cn forma de 3-fosfoglicerato. En las plantas CAM la separacién, en lugar de
ser en el espacio, ocurre en el tiempo, las enzimas involucradas se encuentran dentro de
una misma célula, pero sus actividades se expresan de manera distinta a lo largo del dia.

El metabolismo CAM debe su nombre a la familia de plantas llamada Crassulacew en
donde fue decrito por primera vez (CAM del inglés “Crassulacean Acid Metabolism™ que
puede traducirse como “Metabolismo Acido de las Crasulaceas™). l.as plantas CAM
generalmente crecen en lugares aridos y este metabolismo se concibe con frecuencia como
una adaptacion al estrés hidrico. Sin embargo, esto no explica porqué cicrtas plantas
acuaticas (género Isocres) son CAM. Esta y otras observaciones nos hacen pensar que el
metabolismo CAM no es una mera adaptacién a la sequia, sino mas bien a condiciones de
escasez de CO; (Ting, 1985).

En la mayoria de las plantas CANM se observa lo siguiente: durante la noche, cuando la
temperatura y la evaporacion de agua es baja, los estomas sc¢ encuentran abiertos y
permiten el libre intercambio de gases. En este mismo periodo, la actividad de PEPC es
mayor debido a que se encuentra fosforilada (¢/. 2.7.) y el CO; es fijado activamente. El
oxaloacetato es transformado a malato y este se almacena en vacuolas, en donde
permanece hasta que llegue el dia. Al aparecer la primera luz del dia, la fijacién de COz la
llevan a cabo conjuntamente la PEPC y la Rubisco; mas al aumentar temperatura e
intensidad de luz, los estomas se cierran para evitar la pérdida excesiva de agua. Es
entonces cuando el malato es movilizado desde las vacuolas y la actividad de PEPC se ve
muy disminuida debido a que la enzima es desfosforilada y se encuentra en presencia de su
inhibidor (¢/. 2.7.). Una rapida descarboxilacién del malato crea una concentracion elevada
de CO;, el cual es utilizado por la Rubisco en la misma forma que en las plantas C;.
Desafortunadamente, el nico periodo de ganancia neta de carbono es el momento en que
tanto la PEPC como la Rubisco se encuentran activas, ya que el CO; para ser atrapado en

forma de malato requirid de la respiracion de glucosa proveniente de la degradacidn del



almidén que se acumula durante ¢l dia. Esta es una de las razones por las cuales las plantas
CAM crecen lentamente.

2.2. La anhidrasa carbénica en las plantas C,;, CAM y Cj.

La anhidrasa carbénica (AC, E.C. 4.2.1.1) es una metalo-enzima (Zn) que cataliza la
reaccion

CO3; + HaO <« HCO;5 + H*.

E! HCOj requerido por la PEPC proviene del CO:; atmosférico y Badger.y Price
consideran a la AC como la primera enzima del metabolismo C,. Se estima que la
velocidad de fotosintesis en plantas C, con AC es 10* veces superior a la que ocurre en su
ausencia. La concentracion de CO; que ocurre en las células de la vaina vascular sélo
puede lograrse al existir una barrera fisica que evita su difusién y por el hecho de que
unicamente las células del mesoéfilo posean AC. Existen pocos estudios sobre la AC en
plantas CAM, pero se puede especular que la requieren en el mismo modo que las plantas

Ca. En las plantas C; se ha propuesto que la AC facilita la difusién del CO: en el estroma
de los cloroplastos (Badger y Price, 1994).
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2.3. Caracteristicas generales de 1a PEPC.

La PEPC es una cnzima citoplasmica que se encuentra en todas las plantas, asi como en

algunas bacterias, cianobacterias y algas verdes (Chollet er al., 1996). La reaccidn que
cataliza se muestra en el esquema S.

o —— POy

\ Mg2e
CH,===C——CO,” * HCOy ‘0,6 =— CHy —— C—~COy =+ Pi
FOSFOENOLPIRUVATO OXALOACETATO

AG® = -7 kcal - mol?

Esquema 5. Reaccidn catalizada por la PEPC (¢l valor de AG® cs cl reportado por O'Lecary, 1982).

En esta reaccidon el fosfoenolpiruvato (PEP) es carboxilado en la posicion 8 en presencia
de un cation divalente y bicarbonato para formar oxaloacetato y fosfato inorganico.

Esta enzima fue descrita por primera vez en 1953 (Bandurski y Greiner, 1953) y es la
anica carboxilasa no-dependiente de biotina que utiliza bicarbonato como sustrato
(Knowles, 1989). La afinidad de la PEPC por el complejo PEP-Mg es mayor que la
afinidad por PEP o por Mg’*, por lo que se considera al complejo el sustrato verdadero de
la enzima (Rodriguez-Sotres y Munoz-Clares, 1990; Lépez-Valentin, 1997). Aunque se
propone que el Mg?® es el ion utilizado in vivo para la catalisis (O'Leary, 1982), la PEPC
puede usar otros cationes divalentes para su reaccion (N'guyen er al., 1988) entre ellos el
Mn?".

La PEPC recombinante de un termofilo extremo, 7Thermus sp., ya ha sido purificada
(Nakamura et al.,, 1996) y recientemente la enzima fue aislada de una arquebacteria,

Methanothermus sociabilis (Sako et al., 1996). Los termofilos (Forterre, 1996) y mas aun

las arquebacterias (Gupta y Golding, 1996) pertenecen a ramas evolutivas que se

originaron en los albores mismos de la vida, lo que nos dice que la PEPC es realmente una
enzima ancestral.
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2.4. Papeles no-fotosintéticos de la PEPC.

Ademas de su participacion en los metabolismos C4 y CAM, la PEPC tiene otras funciones
en las plantas.

La PEPC se encuentra en tejidos no fotosintéticos de plantas C¢ (O'Leary, 1982), en
diferentes tejidos de plantas C3 (Amincio ef al.,, 1993, Vance er al.,, 1994) y en semillas
(Leblova er al, 1991, Osuna er al.,, 1996) en donde funciona como una enzima
anaplerdtica produciendo oxaloacetato, un intermediario del ciclo de Krebs

Esta funcidon anaplerotica es de especial relevancia en la asimilacion de nitrégeno en las
plantas C; , ya que se ha observado que la actividad de la PEPC aumenta cuando la planta
requiere de esqueletos carbonados para la asimilacion de nitrogeno (Schuller er al., 1990;
Podesta y Plaxton,1994a; Podesta y Plaxton,1994b, Diaz er al., 1995, Diaz er al., 1996).
Una planta C; con amonio como unica fuente de nitrégeno responde con un aumento de la
actividad de la PEPC (Schuller er al., 1990, Diaz er al., 1995; Diaz ¢f al., 1996) y ademas,
la inhibicion de la asimilacion de nitrogeno inhibe este aumento (Diaz ¢r al., 1995, Diaz er
al., 1996). Durante la fijacién simbisdtica de nitrégeno en leguminosas se requieren
igualmente esqueletos carbonados Ca provenientes de la actividad de la PEPC (Deroche y
Carrayol, 1988; Vance e¢r al.,, 1994), estos acidos C4 pueden ademas ser utilizados
directamente por los bacteroides como fucente de energia (Deroche y Carrayol, 1988).
Debemos recordar que los metabolismos del nitrogeno v el carbono estan intimamente
ligados (figura 3) y en esta interrelacion la PEPC juega un papel importante (Huppe y
Turpin, 1994; Champigny, 1995).
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Figura 4. Esquema de la interrclacion entre los metabolismos del N y ¢l C (adaptado de Vance ef al
1994). PEPC: fosfocnolpiruvato carboxilasa; MalDh: malato deshidrogenasa;, GS: glutamina sintetasa;
AS: aspargina sintctasa, AAT: aspanato aminotransferasa; GOGAT: NADH-glutamato sintasa

Dos de los acidos C, producto de la actividad de la PEPC son ¢l L-malato y el L-aspartato
{que en adelante llamaremos simplemente malato y aspartato). El malato participa en el
transporte de equivalentes reductores desde la mitocondria o el cloroplasto hacia el
citoplasma o el peroxisoma respectivamente. Contribuye al mantenimiento del balance de
cargas en la célula y fluidos de la planta, aumentando su concentracion al existir un exceso

de cationes y degradandose al haber un exceso de aniones (Deroche y Carrayol 1988,

Kurdjian y Guern, 1989, Martinoia y Rentsch, 1994) En las células estomatales este acido

participa no sdélo como osmolito (Outlaw, 1990, Martinoia y Rentsch,

1994) sino que
mantiene ¢l balance de cargas y pH (Du er al.,

1997). Se propone igualmente gue tiene
una funcién regulando el pH celular ya que su sintesis genera iones H” y su degradacion

iones OH  (Kurdjian y Guern, 1989; Martinoia y Rentsch, 1994). El aspartato es
transformado a asparagina, la cual es la principal amida transportada de la raiz a los tallos

(Deroche y Carrayol, 1988).

Para aumentar la bio-disponibilidad del fésforo en el suclo, algunas plantas secretan un

exudado rico en acidos organicos, entre los cuales se encuentra el malato (Martinoia y
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Rentsch, 1994) lo que requiere de un aumento de actividad de la PEPC (Johnson ef al.,
1996).

Una funcion adicional de la PEPC es el reciclar una parte significativa del CO; proveniente
de la respiracion en los nodulos de leguminosas (Deroche y Carrayol 1988) y de las
espigas de cercales Cy (Bort er gl., 1996).

Finalmente, los metabolismos Cs y CANM, que dependen de la participacién de la PEPC en
el proceso de fijacion de CO: fotosintético, permiten a las plantas tener un uso mas

eficiente del agua (Martinoia y Rentsch, 1994) y evadir la fotorrespiracion.
2.5. Caracteristicas moleculares de 1a PEPC.

La PEPC se ha purificado de numerosas fuentes (para mas referencias véase O'Leary,
1982 y Chollet 7 al., 1996), in vivo la PEPC tiene un peso molecular de aproximadamente
400 kDa (Uedan y Sugiyama, 1976; O'Leary, 1982, Andrco ef al., 1987, Lepiniec et al.,
1994, Chollet er aal., 1996). La enzima purificada de maiz muestra una sola banda en gel de

SDS con un peso aproximado de 100 kDa, lo que indica que se trata de un homotetramero

(Uedan y Sugiyama, 1976, O'Leary, 1982). Inclusive la enzima de Aferthanothermus
sociabilis es un tetramero (Sako e¢r al., 1996), aunque en esta arquebacteria la subunidad

tiene una masa molecular de 68 kDa Se ha demostrado ampliamente, mediante

inmunologia y secuenciacion de la proteina y de sus genes, que existe una gran homologia
entre las PEPC de plantas superiores pero que existen notables diferencias entre la enzima
de plantas y la enzima proveniente de procariotes (Lepiniec er al., 1994). Especialmente,
la PEPC bacteriana carece de una secuencia del extremo amino-terminal cuya importancia

aclararemos mas adelante.

Recientemente, se han caracterizado en el alga Cy Selenastrum minutum 4 isoformas de la

PEPC (Rivoal et al, 1996) en donde la subunidad catalitica se une a péptidos

inmunolégicamente no-relacionados, lo que le confiere a estas variantes caracteristicas

fisicoquimicas y cinéticas distintas a las del homotetramero; el significado fisiolégico de
este fenomeno se desconoce aun.
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La PEPC no ha podido ser cristalizada lo cual ha sido un obstaculo para identificar a los
aminoacidos importantes para su funcion. Por lo pronto, algunos estudios han logrado
identificar en la enzima de maiz a la lisina 606 como esencial para la catalisis (Jiao er al.,
1990) y en Flaveria trinervia a las argininas 450 y 767 como esenciales para la actividad
catalitica y a la lisina 829 como esencial para la unién del PEP y el Mg?' (Gao y Woo,
1996). Estos autores proponen ademas que la lisina 600 de la misma planta podra

participar en la union del bicarbonato (Gao y Woo, 1995).
2.6. Mecanismo de reaccién de la PEPC.

El mecanismo de reacciéon de la PEPC que se acepta en la actualidad es el mostrado en el
esquema 6.

AN . -
HCO, + o HO,c—0—PO," « Q
H,C=C—COO +7—/—= H,C=C—COO a——*=
PEP carboxifosfato enolato

] H
H,C=C—COO" ——p O,C—C—C~COO + HPOZ
2

l OXALOACETATO

1]
HPOZ + CO, - H,C—C—COO’

PIRUVATO

Esquema 6. Mccanismo de reaccidn de la PEPC (tomado de Chollet e al., 1996).

El primer paso quimico es la transferencia del fosfato para formar carboxifosfato y el
enolato del piruvato, el cual es estabilizado por el ién metalico. Se propone que una base
de la enzima desprotona el carboxifosfato para formar fosfato inorganico y enzima-COs,.

Un cambio conformacional de la enzima aproxima el CO; al carbono 3 del enolato, los
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cuales reaccionan para formar el oxaloacctato. Finalmente, el fosfato inorganico y el
oxaloacetato son liberados al medio.

La PEPC puede, siguiendo una variante del mecanismo, catalizar la hidroélisis del PEP a
piruvato y fosfato inorganico. Aunque en presencia de Mg®' y a pH=8.0 esta reaccién solo
representa el 3% del total de la actividad, ¢l uso de algun otro idn divalente aumenta este
porcentaje, por lo que se propone que el idbn metalico ¢s esencial para estabilizar el enolato

y favorecer la rcaccion de carboxilacion (Ausenhus y O'Leary, 1992)
2.7. Caracteristicas cinéticas de la PEPC.

La PEPC es una enzima que posee varios sitios alostéricos, presenta cooperatividad

positiva para la union del sustrato PEP-Mg y e¢s regulada conjuntamente por el pH, por

metabolitos activadores e inhibidores y por fosforilacion.
2.7.1. Regulacién por pH.

Los cambios moderados de pH tienen un efecto muy notable sobre la PEPC de maiz; el pH

para su actividad optima esta entre 7.5 y 8.5 (Lepiniec e¢r al., 1994), presenta
cooperatividad a pH=7 o 7.5 y a pH=8 ¢sta desaparece mientras que su velocidad maxima

aumenta al igual que su afinidad por el sustrato (Uedan y Sugiyama, 1976; Stiborova y
Leblova, 1985; Bandarian et al., 1992, Duff er al., 1995).

2.7.2. Regulacion por metabolitos.
2.7.2.1. Metabolitos activadores.

La D-glucosa-6-fosfato es un activador de la PEPC de maiz asi como de Crassula (una
planta CAM) y de trigo (una planta C;) (Wedding er al., 1989); sus efectos son disminuir
la K., para el sustrato con un aumento ligero de la V.. y pérdida de la cooperatividad

(Uedan y Sugiyama, 1976; Stiborova y Leblova, 1985; Bandarian ef al., 1992, Duff er al.,
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1995). La activacion tiene un minimo a pH=7.5 y aumenta al disminuir o aumentar el pH
entre 7 y 9 (Stiborova y Leblova, 1985, Wedding eral., 1989).

La glicina es igualmente un activador de la PEPC de maiz (Uedan y Sugiyama, 1976,
Stiborova y Leblova, 1985, Bandarian ef al., 1992) pero no de la enzima de Crassula
(Bandarian er a/., 1992) La glicina disminuye la K., para el sustrato, aumenta la Vx y
provoca la pérdida de Ia cooperatividad, aunque sus efectos sobre las constantes cinéticas
son modestos comparados con los de la glucosa-0-fosfato La glicina se une a un sitio
alostérico distinto de la glucosa-6-fostfato y cuando ambas estan presentes sus efectos son
aditivos (Stiborova y Leblova, 1985, Bandarian ¢z a/., 1992). La activacion por glicina es
dependiente de pH y disminuye al aumentar este Oltimo de 7 a 9 (Stiborova y Leblova,
1985).

Existe evidencia importante de que el sustrato PEP puede unirse a la PEPC a un sitio
distinto del sitio activo, al parecer al sitio para ta glucosa-6-fosfato (Podesta er a/., 1986).
E! PEP sc comporta como un activador de la PEPC de hoja de maiz a travéds de un sitio al
cual se ha propuesto que no se une Mg si bien no existen evidencias suficientes para

concluir algo definitivo (Rodriguez-Sotres y Mufioz-Clares, 1990; Lopez-Valentin, 1997).
2.7.2.2. Metabolitos inhibidores.

El malato y el aspartato son dos inhibidores de la PEPC, siendo el malato el mas
importante desde el punto de vista fisiologico.

El malato a bajas concentraciones es un inhibidor competitivo, mientras que a altas
concentraciones se vuelve un inhibidor mixto (Donkin er al., 1982, Duff er al., 1995). En
casi todas las isoenzimas de la PEPC reportadas el efecto del malato es aumentar la K,
para el PEP-Mg afectando o no a la V,u« segun las condiciones del experimento (pH,
concentraciéon de sustrato e inhibidor). Para la PEPC de casi todas las especies la
inhibicion por malato es menor a pH alcalino que a pH cercano a 7 (Huber y Edwards,
1975; Hill y Brown, 1978; Schuller er a/.,, 1990, Tarczynski y Outlaw, 1993; Law vy

Plaxton, 1995) y también es menor a concentraciones saturantes de sustrato debido a la
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predominancia del componente competitivo en la cinética de inhibicion que la enzima

presenta frente a este compuesto (Huber y Edwards, 1975).

Se propone que in vivo el pH, pero sobre todo el malato y la glucosa-6-fosfato, participan
en la regulacion de la PEPC ya que los efectos de estos Gltimos no sélo son antagédnicos,

sino que la presencia de uno de ellos provoca la insensibilizacidn de la enzima hacia la
accion del otro (Donkin er al., 1982, Tarczynski y Outlaw, 1993).

Recientemente, se ha descrito que algunos flavonoides s¢ comportan como inhibidores

competitivos de la PEPC (Pairoba er al., 1996; Colombo e¢r ul., 1996). La estructura
basica de los flavonoides se muestra en el esquema 7. Aunque su relevancia fisiolégica aun

no ha sido claramente determinada, resulta importante sefialar que estos compuestos

tienen unos valores de K, del orden de O 01 nM, lo que los convierte en los inhibidores de
la PEPC mas potentes reportados hasta la fecha

g O it
Y
[N

o
o

Esquema 7. Estructura basica de los flavonoides.

2.7.3. Regulacién por fosforilaciéon

La fosforilacion es de crucial importancia en la regulacién de la PEPC, pues la enzima
fosforilada aumenta su actividad y modifica su sensibilidad hacia sus reguladores
alostéricos, aumentando de manera importante su K; para malato y disminuyendo su K,
para glucosa-6-fosfato a pH fisiologico (Duff er al., 1995). Resulta evidente que esta
forma de regulacién es esencial para la fijacién de CO: en las plantas C. y CAM, ya que de
no ser fosforilada la PEPC seria inhibida por un metabolito que se acumula a causa de su
actividad (el malato).

La PEPC es fosforilada en una serina del extremo amino-terminal que corresponde a la
posicion 8 en la enzima de sorgo (Jiao ef al., 1991) y a la posicion 15 en 1a enzima de maiz
(Jiao y Chollet, 1990). Se ha observado en la enzima de sorgo que el reemplazo de la

serina 8 por un aspartato (una carga negativa) reproduce parcialmente los cfectos de la
fosforilacion (Wang er al., 1992; Duff er al., 1995).
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En las plantas CAM ha sido demostrado que un ritmo circadiano controla la sintesis de la
protein-cinasa responsable de la fosforilacién nocturna de la PEPC (Carter er al.,, 1991)
mediante la regulaciéon de la expresion de su ARN mensajero traducible (Hartwell er al.,
1996).

En las plantas C4 la luz provoca la fosforilacion de la PEPC y la investigacion sobre este
proceso se ha encauzado en los Gltimos afios hacia la dilucidacioén de la(s) cascada(s) de
sefiales que la median. Los eventos bioquimicos responsables han sido caracterizados
parcialmente en Digiralia sanguinalis (Giglioli-Guivarc'’h er al, 1996). Ademas se ha
demostrado recientemente que en una planta C;, Nicotiana tabacum L., ocurren
fenédmenos parecidos (Hartwell er al., 1996, Li er al.,, 1996) aunque no idénticos a los de
las plantas C, (Li er al., 1996).

Resulta interesante mencionar que ademas de la PEPC de hojas de una planta C; (Duffy
Chollet, 1995), la enzima de nédulos (Zhang er a/., 1995), de semillas (Osuna er al., 1996)

y de células estomaticas (Du ez al., 1997) también es regulada in vivo por fosforilacién.
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2.7.4. Otros posibles tipos de regulacién.
2.7.4.1. Estado de agregacion.

El estado de agregacién de la PEPC de diferentes plantas, entre ellas la de maiz, depende
de su concentracion, asi como del pH y de la presencia de ligandos y cosolutos. Atn
cuando los investigadores del tema no consideran relevante este tipo de regulacién in vivo
(ver Lepiniec ez al., 1994 y Chollet er al., 1996), los posibles cambios e¢n el estado de
agregacion no pueden menospreciarse al trabajar con la enzima purificada.

La PEPC de maiz puede disociarse de forma reversible a dimeros y hasta monémeros a
bajas concentraciones de proteina (McNaughton er al., 1989, Wu er al.,, 1990) y la
presencia de glicerol estabiliza a la enzima en su forma tetramérica (Podesta y Andreo,
1989). En maiz, el PEP en ausencia o presencia de magnesio y bicarbonato favorece la
formacién del tetramero, mientras que ¢l malato no solo estabiliza la enzima en su forma
dimérica, sino que puede también inducir su formacion (Wu ez al., 1990).

La fuerza ionica (Wagner et al., 1987) y algunos iones tienen también un efecto sobre el
estado de agregacion de la PEPC, segin se trate de iones que estructuran el agua
(kosmotrépicos) o que la desordenan (caotrOpicos; Jensen er al., 1995). Finalmente, un
estudio de mutagénesis dirigida de la enzima de Escherichia coli muestra que el cambio de

la arginina 438 por una cisteina afecta la estabilidad de la enzima, haciéndola mas propensa
a disociarse a dimeros (Izui et al., 1995).
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2.7.4.2 Presencia de cosolutos.

Sec ha observado que en presencia de glicerol, polietilenglicol o metanol la PEPC tiene una
mayor actividad (Uedan y Sugiyama, 1976; Podesta y Andreo, 1989; Schuller et al., 1990,
Law y Plaxton, 1995, Podesta ¢f al., 1995). Se ha asumido que este efecto activador se
debe a que la presencia de cosolutos favorece la formacién del estado tetramérico de la
enzima (Podesta y Andreo, 1989). Sin embargo, recientemente se demostro que ¢l glicerol
tiene efectos sobre la PEPC que se encuentra exclusivamente en su forma tetramérica
(Tovar-Méndez cr al., 1997), lo que sugiere entonces que dichos efectos pueden deberse a

alguna alteracion de la conformacion tridimensional de 1a enzima y no necesariamente a las
alteraciones del estado de agregacion

2.8. Estrategias para el estudio de la PEPC.

Es cvidente que existen numerosas estrategias que se pucden seguir para estudiar a una

enzima, en este caso la PEPC. Por razones de extension solo mencionaremos las tres que
se utilizaron en el presente estudio

2.8.1. Estudios cinéticos.

Mediante diferentes tipos de experimentos, que incluyen los llamados patrones de
velocidad inicial, los llamados patrones de inhibiciéon por productos y los patrones de

inhibicion por analogos de los sustratos y/o productos, es posible determinar cual es la

secuencia requerida de eventos de uniéon de ligandos a la enzima para que pueda llevarse a
cabo la catalisis (Segel, 1975) Esta secuencia de eventos es un reflejo de las
caracteristicas de la enzima y de los requerimientos quimicos del proceso catalitico,
consecuentemente, basados en estas observaciones

es posible derivar
importantes acerca de

proceso catalitico en
Adicionalmente, mediante la influencia de parametros

conclusiones
la enzima y el

si (Segel, 1975).

ambientales tales como el pH y la
temperatura es posible identificar posibles grupos quimicos relevantes al proceso de

26



catalisis y/o a los procesos de unidn de la enzima a sus ligandos (Segel, 1975). Otros

estudios que se utilizan son los estudios de cfectos isotdopicos, los cuales facilitan la
identificacion del paso limitante de la catalisis (Cook, 1991).

2.8.2. Modificacion quimica.

2.8.2.1. Generalidades de In modificaciéon quimica.

Si una enzima es modificada por la conversion de un residuo de aminoacido particular a
una forma distinta y esta modificacion trae como consecuencia una pérdida de la actividad
enzimatica, entonces es posible que el aminoacido en cuestion sea parte del sitio activo de
la enzima. Sin embargo, también es posible que la pérdida de actividad se deba a un
cambio en la estructura terciaria y/o cuaternaria provocado por la modificacion de un
residuo de aminoacido aun cuando no se encuentre en el sitio activo. Las dos situaciones
pueden distinguirse intentando llevar a cabo la misma modificacion en presencia de
sustrato, al fijarse éste debe proteger tanto su sitio de unidon como los residuos aledafos al
mismo. Una proteccion similar deberia darse en presencia de concentraciones altas de
inhibidores reversibles que se unen al sitio activo, esto es, la mayoria de los inhibidores
competitivos con dicho sustrato. Asi, si una enzima pierde su actividad cuando uno de los
residuos es modificado por algun tratamivnto quimico ¢n ausencia de sustrato o inhibidor
competitivo (esquema 8), pero conserva su actividad en presencia de concentraciones
saturantes de sustrato o de inhibidor competitivo (esquema 9), entonces el residuo de
aminoacido se encuentra muy probablemente en el sitio activo de la enzima. Notese que la
presencia del sustrato protege no solo a los residuos que unen al sustrato sino también a

los residuos cercanos, incluyendo a aquellos involucrados directa o indirectamente en la
catalisis.
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’
R tratamiento R
| — |

enzima activa enzima inactiva

Esquema 8. Un residuo de amino4cido (R) del sitio activo es modificado quimicamente (R") con lo que la
enzima pierde su actividad.

s s
tratamlento R dléllsls
enzima activa complejo complejo enzima activa
enzima-sustrato enzima-sustrato

Esquema 9. En presencia de sustrato (S) o de un anilogo del sustrato ¢l residuo de aminodcido (R) no es
meodificado por el tratamicnto

Esta claro que esta técnica puede aplicarse de la misma manera para identificar residuos de
aminoacido que formen parte del sitio alostérico de una enzima; su modificaciéon se
traduce en una pérdida de la sensibilidad hacia el ligando correspondiente (aunque como
en el caso anterior, es posible que ¢l aminoacido no forme parte del sitio alostérico, sino
que intervenga en ¢l cambio conformacional asociado a la transicion alostérica).

Los estudios de modificacion enzimatica han revelado la presencia de residuos de histidina
cisteina, serina, metionina, tirosina, acido aspartico, acido glutamico, lisina y triptofano en
los sitios activos de las enzimas.

La modificacion quimica, sin embargo, no proporciona respuestas definitivas en cuanto al
papel de cierto residuo en el sitio activo (o alostérico) de la enzima. Para comprender
mejor su funcidn es necesario determinar su posicion en la estructura primaria de la enzima
y modificar entonces ese aminoacido mediante mutagénesis dirigida. Finalmente, los

estudios de cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear nos mostraran la

estructura tridimensional del sitio activo. Combinando estos resuitados con los estudios
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cinéticos y quimicos sera entonces posible conocer detalladamente el mecanismo de

catalisis de la PEPC o de cualquier otra enzima.
2.8.2.2. El S’~-fosfato de piridoxal.

Son numerosos los reactivos que pueden utilizarse para modificar selectivamente residuos
de aminoacido, entre los cuales podemos mencionar al iodoacetato (un agente alquilante
de cisteinas), la N-etilmaleimida (una agente alquilante de cisteinas), anhidrido acético (un
agente acetilante de grupos amino), el fluorodinitrobenceno (un agente alquilante de
grupos amino), la S-metiltiourea (un agente guanidinizante de grupos amino), el
fenilglioxal (una agente alquilante de argininas), las carbodiimidas (modificadores de
grupos carboxilo), la 1,2-ciclohexanodiona (un modificador de argininas) y el 5'-fosfato de
piridoxal (PLP).

El PLP es un derivado de la vitamina Bs (llamada tambien piridoxal, pirndoxina o

piridoxamina) y su estructura se muestra en ¢l esquema 10.

PLP
Esquema 10. Estructura del PLP.

El PLP es una coenzima importante en el metabolismo de aminoacidos e interviene en las
reacciones de aminotransferasas, decarboxilasas y racemasas. Reacciona con grupos

amino, formando una base de¢ Schiff, esto es un enlace imina (-HC=N-; esquema 11).
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Esquema 11. Formas resonantes de una base de Schitf con PLP.

De la misma manera el PLP puede reaccionar con ¢l grupo amino de los residuos de lisina
de la PEPC, en donde sc ha visto que modifica al sitio activo (Podesta ef al., 1986) y al

sitio alostérico para glucosa-6-fosfato (Tovar-Méndez er al., 1997) de 1a enzima, lo que sc

traduce en una inactivacién o insensibilizacién a glucosa-6-fosfato. Ademads, ésta

modificacion es reversible si se lleva a cabo en la oscuridad (Podesta e7 al.. 1986; Tovar-
Méndez ef al., 1997).
Podestda y col. (1986) observaron que tanto el PEP (30 mM) y el malato (10 mM) son

capaces de proteger a la enzima de 1a inactivacion por PLP 0.7 mM a pH=7.0 (obteniendo

67% y 70% de la actividad original, contra 45 % de la enzima incubada unicamente con

PLP) y que la proteccién es aun mayor ¢n presencia de PEP y Mg™* (30 mM y 10 mM
respectivamente; 95 % de la actividad original); observan ademas una recuperacion de la
actividad cuando la enzima parcialmente modificada se incuba cen presencia de PEP-Mg,
lo que sugicre que ambos ligandos compiten por ¢l sitio activo. Finalmente, no observan
ningun efccto en presencia de HCO3', Mg?* o glucosa-6-fosfato.

Tovar-Méndez y col. (1997) por su parte observan una inactivacion ¢ insensibilizacién a

glucosa-6-fosfato en presencia de PLP 1.19 mM a pH 7.3, pero en presencia de

fosfoglicolato y Mg:' (15 mM y 25 mM respectivamente) solo observan la

insensibilizacion; ademas, la enzima modificada por PLP ya no es activable por glucosa-
6-fosfato. Finalmente, muestran que, cn ausencia de ligandos, la glucosa-6-fosfato (10

mM) no evita ni la inactivacién ni la insensibilizacion de la PEPC, mientras que PEP-Mg
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(4 mM) protege de la inactivacién, pero aumenta la insensibilizacién y cuando PEP-Mg y
glucosa-6-fosfato estan ambos presentes hay una proteccién total de ambos sitios.

La modificacién quimica puede utilizarse de manera distinta, esto es, si se conoce un
reactivo que modifique un sitio dado (en nuestro caso el PLP), uno puede determinar si
un determinado ligando se une o no a dicho sitio. Si el compuesto se¢ une de manera
reversible a la enzima, cntonces es incluso posible calcular la constante de unién del

compuesto a su sitio mediante esta misma metodologia.
2.8.3. Uso de ansilogos del PEP.

La estructura del PEP se muestra en el esquema 12.

Esquema 12. Estructura del fosfoenolpiruvato.

Los andlogos de un sustrato son herramientas muy utiles para el estudio del mecanismo
de accidn enzimatica. Su uso puede proporcionar datos sobre la naturaleza quimica de los
residuos involucrados en la unidén del sustrato, asi como sobre la topografia del sitio
activo. Igualmente se pueden determinar los grupos funcionales y las caracteristicas del
sustrato relevantes para la unién o la catdlisis. En la tabla 1 se muestran algunos

inhibidores que se han utilizado para el estudio de la PEPC.
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Tabla 1. Algunos analogos del PEP y sus constantes de inhibicién (adaptada de Gonzalez

y Andreo, 1989).

Nombre Ki (M) Formula j
acido l-hidroxiciclopropano 7 “ lpo;-
2
carboxilico fosfato PN
H,C—C—cCo,
fosfoenol-3-bromopiruvato 7 Br ,0— PO,’
c=cC
~
H co,
Z-metil-fosfoenolpiruvato 17 HC LO—PO,™
=C
7 ~
H co
3,3-dicloro-2-dihidroxi- 80 H, R
. . Ci c—ro,”
fosfinoil-metil-2-propenocato —=c7
i “co,
L-fosfolactato 100 O0—PO
! .
HC—C—Co,
E-metil-fosfoenolpiruvato 110 H_ /o_—poa‘-"
LC=C_ ]
H.C co,
fosfoglicolato 200 o—poaz‘
H.C—CO,
fosfoenolpiruvato fosfonato 400 H,
H _C—PO™
c=—=cC
H co,-
dimetil-fosfoenolpiruvato 380 H, N
H,C c—poO”
—
LE=Cl
H,C co,-
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Tabla 1 (continuacién). Algunos andilogos del PEP y sus constantes de inhibicién

(adaptada de Gonzilez y Andreo. 1989).

E-3-cianofosfocnolpiruvato 1360 H_ /o-—-—p032'
c=cC
— ~
=cC co
fosfocnoltiopiruvato 2000 H_ /s-—po;"
/CIC\
H co,-
fosfonoacetato 2000 PO,”
|
H,C—CO,
fosfomalato 2600 o—PO,
|
0,c—C—C—CO,
H, H
fosfonopropionato 10000 H,C—PO,>
|
H,C—CO,
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Esta lista de inhibidores de la PEPC es bastante amplia y, sin embargo, algunos de los
analogos que se han encontrado actiltan como activadores de la enzima. Se han reportado
compuestos como ¢l 2,4-dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato (Jenkins e al., 1986), el
sulfoenolpiruvato (Peliska ¥ O'Lecary, 1989), el fenilfosfato (Rodriguez-Sotres y Muiioz-

Clares, 1990) y la fosfomicina (Catellanos-Martinez ef al., 1997). cuyas estructuras se

muestran en ¢l esquema 13.

H, ;
_C=PO” LSO,
H,C=C H2c=c\
CoO,Me co,’
2.4-dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato sulfoenolpiruvato
(@] H o H
It NN
Qonp—o H,e o=R—0
o 3 o= \
o
fenilfosfato fosfomicina

Esquema 13. Estructura de algunos activadores de [a PEPC.

Si uno compara las estructuras entre inhibidores y activadores. a primera vista pareciera
que el nimero de cargas negativas presentes en la molécula es el elemento que determina
su actividad frente a la PEPC, siendo los inhibidores trianiones y los activadores
dianiones.

En lo que concieme a los grupos funcionales relevantes de los anadlogos, desde hace ya
mads de una década se menciona la importancia de los grupos carboxilo y fosfato para la
unién del PEP al sitio activo (O'Leary, 1982; Andrco er al., 1987; Gonzalez y Andrco,
1989). Sin embargo, un estudio que intenté determinar alguna relacidon entre estructura y
actividad de diferentes analogos no arrojo conclusiones claras (Mancera er al., 1995).

La presencia de enlaces dobles conjugados en el PEP nos invita a usar como sus analogos

estructurales a compuestos fendlicos (esquema 14).
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PO,2-
o/ O/ 3
)\n/o
[0}
PEP fenilfosfato

Esquema 14, Estructuras del PEP y ¢l fenijlfosfato.

Sin embargo, los anidlogos que poseen un grupo fosfato son susceptibles de ser
hidrolizados; para tener entonces un analogo estructural que permanezca intacto durante
el transcurso de la catalisis se utilizan compucstos con un grupo fosfono (-CH,-PO5™).

En este estudio se utilizaron los compuestos mostrados en el esquema 15.
2. 2-
PO, PO,
CO,CH, CcO,

Esqucma 15, Estructuras de dos analogos estructurales del PEP.
oFMB: 2-fosfonometil benzoato de metilo.

oFAB: icido 2-fosfonometil benzdico.

Como se puede observar, los dos anilogos difieren solamente en poseer o carecer de ia
carga negativa de un dnico grupo carboxilo.
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3. HIPOTESIS.

Analogos estructurales del PEP idénticos entre si excepto por la presencia o ausencia de
un unico grupo carboxilo presentaran actividades distintas sobre la PEPC C4 de hoja de
maiz, lo que sera reflejo tanto de las propiedades cinéticas de esta enzima como de la

selectividad de los sitios activo y activador para glucosa-6-fosfato de la enzima por dichos
analogos.

4. OBJETIVOS.

Estudiar el efecto de dos compuestos sintéticos (oFMB y oFAB) sobre la actividad de
la PEPC.

Determinar si éstos actuan como inhibidores o activadores de la enzima, caracterizando
la respuesta cinética de la PEPC frente a cllos,

Determinar las constantes de unidén de estos compuestos al sitio activo y al sitio
alostérico activador para glucosa-6-fosfato.
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5. MATERIALES Y METODOS.
5.1 Materinles.

Todos los reactivos fueron de grado analitico. La trietanolamina (TEA), el HCOy™ (sal de
sodio), el KOH, el K;HPO,, el KH:PO,, el acido acético glacial y el HCI fueron de J.T.
Baker. La albumina de suero bovino (BSA) fue de GIBCO. La glicina, ¢! acido fosforico y
el acido perclorico fucron de Mallinckrodt. ElI HEPES (acido N-{2-hidroxietil] piperazina-
N'-{2-etanosulfonico]), el DTT (DiL-ditiotreitol) y el PMSF (fenilmetilsulfonil tfluoruro)
fueron de Resecarch Organics Inc. La resina DEAE Sephadex y la resina Sefarosa Q de
fluyjo rapido fueron de  Pharmacia  Fine Chemicals. El  EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), el KCI el MgO, el etanol y el glicerol fueron de Merck. La
enzima malico deshidrogenasa (de corazon de bovino -mitocondrial), el NADH (B-
nicotinamida adenina dinucleodtido, reducido), ¢l PEP (sal de monociclohexitamonio), la D-
glucosa-6-fosfato (sal monosodica), el L-(-)-acido malico (sal disodica), el 5'-fosfato de
piridoxal, la urea, la benzamidina y el azul de Coomassie G fucron de Sigma Chemical Co.

La 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) fue de Aldrich

Los analogos oFMB y oFAB fueron sintetizados por Ivette Arellano Camacho (Arellano-

Camacho, 1997) e¢n el laboratorio del Dr Blas Flores Pérez, laboratorio 201 del

Departamento de Quimica Organica de la Facultad de Quimica y su identidad fue
comprobada por estudios de espectroscopia infrarroja y de resonancia magnética nuclear
de protones.

5.2. Métodos.

5.2.1. Purificacién de la PEPC.

Se crecieron plantas de maiz (Zea mays L., cv. Chalquefio) en un invernadero con

iluminacion natural a una temperatura de entre 20 y 30 °C. Las plantas se mantuvieron en
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oscuridad total durante por lo menos 12 horas previas a la extraccion, para la cual se
emplearon hojas de plantas de 6 a 8 semanas de edad totalmente extendidas y despojadas
de la nervadura central. A partir de este momento todos los pasos se rcalizaron a 4 °C
salvo otra indicacién. Aun en oscuridad el tejido se homogeneizd en amortiguador de

extraccion’ en una proporcién de 3 a 1 (amortiguador/peso de tejido). El homogenado se
P}
- min

filtré a través de 4 capas de gasa y ¢l filtrado se centrifugd a 40,000 revoluciones
durante 30 minutos.

El sobrenadante se aplicd a una columna de 50 ml de DEAE Sephuacel previamente
equilibrada con el amontiguador A Despuds de lavar exhaustivamente, la columna se cluyd
con un gradiente lineal de KH:POJK:HPO4 de 25 a S00 mM de 250 mi.

Las fracciones con actividad de PEPC sc¢ juntaron y se aplicaron a una columna de 20 mi
de Sefarosa Q de flujo rapido previamente equilibrada con el amortiguador B. La columna
se eluyd con un gradiente lineal de KH:POJVK:HPO, de 25 a 500 mM{ de 100 ml.

Las fracciones con actividad de PEPC s¢ concentraron por centrifugacion en un Centricon
100 (Amicon) hasta ! ml y éste se aplicd a una columna Superdex 200 adaptada a un
equipo de HPLC y previamente equilibrada con el amortiguador C. Se eluyd la columna
con un flujo de 0.5 ml/min del mismo amortiguador

Las fracciones con actividad de PEPC se juntaron, se llevaron a 40% (v/v) de glicerol y se
conservaron cn alicuotas a -70 °C hasta su uso. En estas condiciones la actividad resulté
estable por varios meses.

La Is para malato de la preparacion final de enzima determinada segun Wang y col.
(1992) fue de 0.23 = 0.02, lo que indica que tenemos esencialmente una enzima no
fosforilada y no truncada.

El analisis mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

reveld que la enzima era al menos 90% pura segtn el criterio de tincidn con azul de

Coomassie G.

! Para una descripcién de los amortiguadorcs y disoluciones empleados referirse al apéndice.
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5.2.2. Determinacién de las constantes de estabilidad de los complejos con

Mg*” de ligandos.

L.a 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) y ¢l ion Mg?' forman un complejo que presenta un maximo
de absorbencia a 360 nm. Aprovechando esta propiedad podemos calcular las constantes
de estabilidad de los complejos con Mg?® de los compuestos oFMB y oFAB. Para esto se

preparan dos cubetas de la siguiente manera:

e Bilancos:

8-HQ 0.5 mM en TEA'HCI 25 mM, pH=7.3

Sin y con ligando a por lo menos tres concentraciones (por ejemplo 10, 20 y 30 mM)
KClcb.p. I=0.15 M

Agua c.b.p 1000 ul

e Muestra:

8-HQ 0.5 mM en TEA-HCI! 25 mM

MgClz 15 mM

Ligando a la misma concentracion que el blanco respectivo.

KClc.b.p. I=0.15 mM

agua c.b.p. 1000 ul

Se prepara de la misma manera una cubeta con una concentracién de MgCl; 50 mM de la
siguiente manera:

8-HQ 0.5 mM en TEA-HC! 25 mM, pH=7.3

MgCl; SO mM

Agua c.b.p 1000 ul

I es la fuerza idnica, la cual se calcula mediante la ecuacion
1 2 .
1= 52[]2:1 -Cil,

en donde Z; es la carga de la especie idnica y C; su concentracion molar. Para el calculo de

la distribucion ionica de las moléculas del tampén se emplea la ecuacion de Hendersson-
Hasselbach.
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Se calibra a la absorbencia igual a cero con el blanco. Se mide la absorbencia de la cubeta
50 mM para calcular el coeficiente de extincion molar del complejo 8-HQ-Mg al pH de
trabajo. Se mide seguidamente la absorbencia de la muestra 15 mM de Mg?*’. Se coloca
nuevamente el blanco en el espectro, se agregan poco a poco voliumenes definidos de la
muestra a 15 mM y se va registrando la absorbencia resultante después de cada adicion.

Este procedimiento se repite con las 3 concentraciones de ligando. Los datos asi obtenidos
se ajustan a la ecuacion

[Mg:.

] A A L -K, - A
= — 4
roral €

K, HQ, €-5, A K, HQ, £+5,-A(X, - K,)

utilizando la absorbencia como las abscisas y D\Ag"]mm como las ordenadas y en donde
HQ, es la concentracion total de 8-HQ en mM, L, es la concentracidn total de ligando en
mM, K, es la constante de estabilidad global del complejo 8-HQ-Mg en mM™?, S; es un
coeficiente que vale 1 en este caso, € es el coeficiente de extincidn molar del complejo 8-
HQ-Mg en mM', A la absorbencia de la soluciéon y K. es la constante de estabilidad
aparente del complejo ligando-Mg en mM™', que es el dato que se desea calcular

Con los datos de K. asi obtenidos se hace un regrafico de 1/K. vs. la concentracién del
ligando total. La interpolacién a concentracion de ligando igual a cero nos proporciona el
valor de la constante de estabilidad global del complejo ligando'Mg al pH de trabajo
(O'Sullivan y Smithers, 1979).

Las determinaciones de las constantes de estabilidad se deben realizar para cada pH al que
se vaya a trabajar, pero podemos inferir que no cometemos un error significativo al utilizar
la constante calculada a pH=7.3 para hacer los calculos para pH=8.3 siendo que el estado

de ionizacion de los compuestos empleados en este estudio es esencialmente el mismo en
dicho rango de pH.
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5.2.3. Determinacién de las concentraciones al equilibrio de las especies y

complejos con Mg?* presentes en el medio de reaccién.

El calculo de las concentraciones al equilibrio de las especies y complejos se hizo con un
programa desarrollado por el Dr. Rogelio Rodriguez Sotres, laboratorio 115, conjunto E
de la Facultad de Quimica, siguiendo un sistema de ecuaciones autoconsistente descrito
por Storer y Cornish-Bowden (1976). Con este programa se obtienen las cantidades
totales de cada reactivo que se tienen que afadir para tener una concentracién dada del
complejo PEP-Mg. Las constantes de estabilidad globales que se utilizaron para los
calculos fueron las siguientes:

complejo PEP-Mg~ 1.800 - 107! mMm™?

complejo PEPH™ 2.240 - 10°* mM™!
340 - 10" mM!
430 - 10" mM?
259 - 1077 mM!
000 - 107" mM™!
980 - 10°> mM™*
190 - 1077 mM!
980 - 10"° mM™
.000 - 107 mnt
.188 107! mnrt!

N

complejo COsMg
complejo HCO;Mg”
complejo HCO;™
complejo NADHMg”
complejo EDTAMg™
complejo EDTAH*
complejo EDTAHMg"
complejo GE6PMg

N wn W W= =

complejo glicinaMg
5.2.4. Determinacién de proteina por el método de Bradford.

El método de Bradford (1976) utiliza el colorante azul de Coomassie G el cual se une a las
proteinas presentando un maximo de absorbencia entre 595 y 690 nm. La concentracién
de la disolucion de albimina de suero bovino (BSA) se calcula sabiendo que una solucién
de 1 mg/ ml de BSA tiene una absorbencia de 1.48 a 280 nm.

Una curva patron de BSA y la muestra se prepararon de la siguiente manera:
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Curva patrén:

BSA Amortiguador C Urea 6 M Agua Reactivo de
Bradford

0-20 pg en 50 pl 50 ul 100 pl 500 pl 500 ul

Muestra:

PEPC Urea 6 M Agun Reactivo de
Bradford

x pl de PEPC +amortiguador C | 100 pl 550 pl 500 pl

c.b.p. 50 ul

Se incuba durante 20 minutos a temperatura ambiente después de agregar la urea; se

agrega el agua ¢ inmediatamente después de agregar el reactivo de Bradford se lee la
absorbencia a 595 nm.

5.2.5. Determinaciones de velocidades iniciales.

Las mediciones cinéticas de velocidades iniciales se efectuaron en un espectrofotémetro
Beckman DUG640 equipado con un controlador de temperatura con recirculacion de agua,

el cual se mantuvo a una temperatura constante de 30 = 0.5 °C. Los ensayos se efectuaron

en un volumen total de 1 ml en cubetas de plastico con un paso de luz de | em. La

produccion de oxaloacetato catalizada por la PEPC se cuantificd mediante una reaccién
acoplada utilizando la enzima malato deshidrogenasa y midiendo la oxidacion del NADH a
340 nm (€3¢0 = 6.22 mM’ -

cm'). La reaccion que cataliza la enzima malato

deshidrogenasa es

oxaloacetato + NADH + H’ «» malato + NAD".
Todos los experimentos se iniciaron con la adicién de la PEPC y se realizaron a pH=7.3 o
pH=8.3 segun se indique. La desaparicion de NADH se monitored durante 120 segundos
como maximo. Una cubcta contiene como medio de reaccidn basico TEA-HC! 100 mM
PH=7.3 u 8.3, EDTA 1 mM (concentracion final), HCO;3;" 10 mM (concentracion final),

NADH 0.2 mM (concentracién final), malato deshidrogenasa 2 unidades internacionales y

42



las cantidades que se requieran de PEP, MgCl:, malato, glucosa-6-fosfato, glicina, oFMB
u oFAB.
Las actividades de la PEPC se expresan como umol de NADH transformado - min™ - mg

proteina™! y los datos presentados son el promedio de por lo menos duplicados de las

determinaciones.

5.2.6. Ensayos de proteccion frente a la modificacién por PLP.

Un volumen de la preparacion final de PEPC se concentré por centrifugacion a 4,000 rpm
en un Centricon 100 hasta llegar a un volumen menor o igual a 100 ul; se agregd 1 ml de
amortiguador de desalado (TEA-HCI 200 mM pH=7 3, EDTA 2 mM) y sc¢ concentro
nuevamente. Esta operacion se repitio por lo menos dos veces para asegurarnos de que la
concentracion de glicerol remanente fuera despreciable (< 0.4%%).

El PLP es extremadamente sensible a la luz por lo que todos los pasos siguientes deben
realizarse tomando las precauciones pertinentes.

La disolucién de PLP se prepard justo antes de ser utilizada. Una pizca de PLP se disolvio
en agua y de esta disolucién se tomd una alicuota que se agregd a un volumen final
conocido; a ésta dilucion se le mide la absorbencia a 388 nm y con el coeficiente de
extincion molar 4900 M *-cm™ (Blackburn y Schachman, 1976) se calculd la concentracién
de la disolucion de PLP utilizando la siguiente formula:

Acssanmy - FLDO
49

en donde [PLP] es la concentracion de PLP en mM de la disolucion, AgGus o €s la

[PLP]=

absorbencia a 388 nm de la alicuota diluida y FD es el factor de dilucion.

Se tomaron volumenes de la enzima concentrada y desalada y se les agregd el ligando
correspondiente (ajustado con TEA a pH=7.3), MgCl;, oFAB u oFMB y PLP a las
concentraciones indicadas hasta tener un volumen final igual al doble del volumen de
enzima empleado. Se incubd durante por lo menos una hora a temperatura ambiente.
Transcurrida la incubaciéon se tomaron alicuotas de 5 ul a las cuales se les midié

inmediatamente la actividad en 500 ul totales de un medio de reaccidén estandar sin y con
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glucosa-6-fosfato 10 mM. El medio de reaccién estandar contiene TEA-HCI 100 mM
pH=7.3, EDTA 1 mM, PEP 2.5 mM (concentracién final), MgClz 5 mM (concentracién
final), HCO; 10 mM (concentracién final), NADH 0.2 mM (concentracién final) y
malato deshidrogenasa 2 unidades internacionales. La dilucién de 1:100 practicamente
detiene las reacciones de inactivacién y de desensibilizacién. La recuperacidén de la
actividad y de la sensibilidad a glucosa-6-fosfato son despreciables en ¢l tiempo que

tomaron c¢stos ensayos de actividad (Tovar-Méndez er al., 1997) que en ningin caso fue

mayor a 90 segundos.
5.2.7. Procesamiento de datos.
5.2.7.1. Datos cinéticos.

Los datos cinéticos se ajustaron mediante una regresidn no lineal a la ecuacion de
velocidad correspondiente utilizando ¢l paquete de cémputo MicroCal Origin (ver. 3.01)
y de este ajuste se obtuvieron las constantes cinéticas correspondientes, a saber: V. y
Km © Vaax. Sos y h.

Las ecuaciones que se utilizaron para los ajustes fueron las siguientes:

Michaelis-Menten:

- Vmax -[PEP - Mg]

VS Km+PEP- Mg] M

Hill:

_ Vmax -[PEP. Mg]"” @
Sos" + [PEP- Mg]* =

Inhibicion por exceso de sustrato en el modelo de Hill:
Vmax -[PEP - Mg]"

. rYS))
Sos* +[PEP- Mg)" +(LLEP: Mel"? li{‘;lg]‘ )

v=

(&)
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En donde v es la velocidad inicial determinada experimentalmente, V.« la velocidad
maxima, K la constante de Michaelis-Menten, So s 1a concentracién de sustrato a la cual

se tiene la mitad de la V.« ¥ h ¢l nimero de Hill.
Por otro lado, proponemos un mecanismo cinético para oFMB, cl cual se muestra en el
esquema 16.

K
ES, ——»

-

s

Ks o vk
E + S ——> ES
“+ +
A A

akKa
Ka

akKs Bk,

EA + S EAS —2 b

E 16. M

cinético propuesto para la accién del oFMB, en donde E es PEPC, S es PEP-Mg y
A es el activador oFMB.

La ecuacién (4) es la ecuacidn de velocidad resultante del mecanismo cinético propuesto
en el esquemna 16 en condiciones de equilibrio rapido.

Vmax -(PEPMg)-(LLEPME] 1, B 14]
aks 2

V= A (PEPRES : 2
PEPMg) [@Z3]
Ks (1 + =2 Mol. L ve) W2
a+ Ka)+[PEP gl-(+ akKs + cx.Ka)
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Para oFAB proponemos el mecanismo que s¢ muestra en el esquema 17

‘\K‘O E + s K:______~s ES
ut o+ -
M Ksm M
K
aks ESM Keat

EiM v———— + EM + S ~——
Esquema 17. Mecanismo cinético propuesto para 1z accién del oFAB, en donde E es PEPC, S ¢cs PEP, M

es Mg, I es oFAB ¢ IM ¢s ¢l complcjo oFAB-Mg.

La ecuacién (5a) es la ecuacion de velocidad resultante del mecanismo cinético propuesto

en el esquema 17 cen condiciones de equilibrio rapido cuando la concentracion de PEP libre

es constante.

v Vmax - [PEPMg) (sa)
- Mgl | [Mg]-[/] oK
oK sKmKo- (1 + =24 iy ) +[PEPME]- (1 + [Mg])

La ecuacién (5b) es la ecuacion de velocidad resultante del mecanismo cinético propuesto

en el esquema 17 en condiciones de equilibrio rapido cuando la concentracion de magnesio

libre es constante.

Vmax - [PEPMg]
K5 ] (58

v =
- [PEP] , aks
aKsKmKo- (1+ =—5") + [PEPMg]- (1+[PEP]+[PEP].K’.)
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Recordemos que en un mecanismo cinético de inhibicién mixta en condiciones de

equilibrio rapido (esquema 18) es mas sencillo que el mecanismo anterior.

kcat
E + s «=—"Ta gs E + P
+ -+
| 1
‘] L Kic ‘]L Kiu
El EIS
E: 18. M i cinético de una inhibicién mixta, en donde E es una enzima, S su sustrato ¢ I es un

q

inhibidor mixto.

La ecuacién (5¢) es la ecuacién de velocidad resultante del mecanismo del esquema 18 en

condiciones de equilibrio rapido.

vl (5¢)

5.2.7.2. Datos de proteccién frente a la modoficacién quimica.

De los datos de proteccién frente a la modificacién quimica se calcularon tanto la

desproteccién del sitio activo como la sensibilidad frente a glucosa-6-fosfato.

La desproteccién de sitio activo (D) sc calculd segin la ecuacién 6,

vo - v
D=—" (%)
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en donde vo es la actividad determinada en ausencia de glucosa-6-fosfato para la’
concentracién de ligando igual a cero y v, es la actividad determinada en ausencia de

glucosa-6-fosfato para la concentracién de ligando i.

La sensibilidad frente a glucosa-6-fosfato (S) se calculd utilizando la ecuacién 7,

S=—— (€))

en donde v es la actividad medida en presencia de glucosa-6-fosfato para un valor de

ligando i y vo es la actividad medida en ausencia de glucosa-6-fosfato para el mismo valor

de ligando i.
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6. RESULTADOS.

6.1. Constantes de estabilidad global de los complejos con magnesio de los
anidlogos oFMB y oFAB.

Se determinaron las constantes de estabilidad global de los complejos con magnesio de los
analogos del PEP utilizados. Los resultados se muestran en las figuras 5 y 6 y cl valor de

la constante de estabilidad para cada compuesto se muestra en la tabla 2.

°.7T
] / 2
p g
0.5 - / -
E -
=
2 0.4
<
- L
o
< 0.3 H 140
'g 120 V/K_-OA011220.001611\M"
"
< 0.2 s 100}, .
4 B8O .\I\z
o} 7§ —
0.1 A 40 - .
| o 10 20 30
[oFMB] (rmM)
0.0 T T T T T — T r T T v
[o] s 10 15 20 25 30 35 40 45

[MQ] s (MM)

Figura 5. Calculo de la constante de estabilidad del complcjo oFMB-Mg (¢f. 5.2.2.). En la grifica
principal se mucstran las absorbencias resultantes en ausencia () y en presencia de oFMNMB 5 mM (@ ),

ISmM (A )y 30 mM (¥ ) EIl inscrto es ¢l regriafico de las constantes dc estabilidad aparentes en
funcién de 1a concentracién de ligando.

49



T T T v T L3 T T

0.4 ~ -
. 0.3 —
E
13
3 1 -
@
Lo
8 0.2 —
o
=
? - -
<
g K, = 0.0427 £ 0.0021 mM"
£04- / , _
L]

¥ B4
20 B
0.0 -] o z . . s Y3 -
[oFAB] (mM)
T v T T v T T T T
0.0 2.5 5.0 7.6 10.0 12.5 15.0 17.5

M9 Yy (MM)

Figura 6. Calculo de la constante de estabilidad del complecjo oFAB-Mg (¢/. 5.2.2.). En la grafica principal
se muestran las absorbencias resultantes en ausencia ( B ) y en presencia de oFAB 2.5 mM (@ ), S mM (
A )y 10 mM (¥ ) El inserto es ¢l regrifico de las constantes de estabilidad aparentes on funcién de la
concentracién de ligando.

Tabla 2. Constantes de estabilidad global (K.,) dec los complejos con magnesio de los anilogos oFMB y
oFAB,

Complejo K.,
oFMB-Mg 1.120 - 10 mp¢M!
oFAB-Mg’ 4.270 - 107 mMT
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6.2. Velocidades iniciales.
6.2.1. Efecto del oFMB.

Los valores de los parametros cinéticos que se muestran en cada tabla se obtuvieron del
ajuste de los datos presentados en la figura correspondiente a alguna de las ecuaciones
presentados en 5.2.7.1. Los valores de h=1 no tienen desviacion estandar por tratarse de
ajustes a la ecuaciéon de Michaelis-Menten pero se muestran para ilustrar la pérdida de
cooperatividad. Los valores de V... estan expresados en pumol NADH min? mg prot! y

los valores de K., 0 Sp.s ecn mM.
En la figura 7 y en la tabla 3 podemos ver como en presencia de oFMB a PEP libre 0.5

mM y pH=7.3 se presenté una disminucién tanto de la Ses como de la cooperatividad y un

aumento ligero en la V...
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Figura 7. Cinética de saturacion de la PEPC para el sustrato PEP-Mg en ausencia ( @ ) y cn presencia de
oFMB 5 mM concentracidn total ( @ ), a PEP librec 0.5 mM y pH=7.3.

Tabla 3. Parametros cinéticos de la saturacién de la PEPC por PEP-Mg en auscncia y cn presencia de
oFMB 5 mM a PEP libre 0.5 mM y pH=7.3.

[oFMB]} 0 mM™ 5 mM®
Vinax 65.4 £ 1.0 713+ 1.9
Sos 1.08 +0.02 0.33 +0.02
Veur/Sos  [60.6 = 1.2 2161 =114
h 2.09 = 0.07 1.20 = 0.08

(1) ajuste a la ecuacidn del modelo de Hill.

En la figura 8 y en la tabla 4 podemos observar como en presencia de oFMB a PEP libre §

mM y pH=7.3 existi6 nuevamente una disminucién de la So¢s y de la cooperatividad,
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aunque ahora es de menor magnitud que a PEP libre 0.5 mM; sin embargo, en esta

ocasion se observo una ligera disminucion de 12 Vs,

60 |- =
s sor
Q- L
=™
£ a0} ®
=
'E -
gao—
g 3
3
3 20 |-
-
o
g s
10 |
L o 1 1 1 1
o 1 2 3 a

{PEP-Mg] (mM)

Figura 8. Cinética dc saturaciéon de la PEPC para ¢l sustrato PEP-Mg en ausencia ( @ ) y ¢n presencia de
oFMB 5 mM concentracién total ( @ ), a PEP libre 5 mM y pH=7.3,
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Tabla 4. Pardmctros cinéticos de la saturacion de la PEPC por PEP-Mg en ia y en pr ia de
oFMB 5 mM a PEP libre 5 mM y pH=7.3.

[oFMB] 0 mM" 5 mMY
V emax 69.9 = 1.8 64.5% 0.9
So.s 0 K 1.23 = 0.06 0.72 + 0.03
Vaus/Sos 0 Km  [S68 23 89.8 3.2
h 1.53 = 0.06 1.00

(1) ajuste a la ccuacion del modelo de Hill. (2) ajuste a 1a ecuacion del modelo de Michaclis-Menten.

En la figura 9 y en la tabla 5 podemos observar como en presencia de oFMB a Mg?” libre
0.1 mM y pH=7.3 hubo una disminucion de la Sos ¥y de la cooperatividad, mientras que la

Vmax Permanecio esencialmente igual

a0
+ 30 |-
e
Q.
= |
E
€ 20}
E
©
E 5
=
2
- 10
S
-
© -
O -
1 1 1 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

{PEP-Mg] (mM)

Figura 9. Cinética de saturacion de la PEPC para cl sustrato PEP-Mg en ausencia (B ) ¥ en presencia de
oFMB 5 mM (@ ), a Mg™ libre 0.1 mM y pH=7.3.
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Tabla 5. Pardmctros cinéticos de la saturacién de la PEPC por PEP-Mg en

y en pr cia de
oFMB 5 mM a Mg?* libre 0.1 mM y pH7.3.

[oFMB] 0 mMWY 5 mM®
Vimax 370+ 1.0 356x 1.5
So.s 0.40 £ 0.02 0.20 « 0.02
Vman/So.s 91.8+ 3.9 180.6 £ 16.9
h 1.86x0.12 1.22x0.13
(1) ajuste a la ecuacién del modelo de Hill.

En la figura 10 y en la tabla 6 podemos observar como en presencia de oFMB y a Mg?*”
libre 0.5 mM y pH=7.3 se enconiro una disminucion de la Sos y de la cooperatividad de

menor grado que a Mg®’ libre 0.1 mM, aunque ahora se observé una ligera disminucion de
12 Vinax.
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Figura 10. Cinética dc saturacién dc la PEPC para ¢l sustrato PEP-Mg cn ausencia ( ¥ ) y en presencia de
oFMB S mM totalcs ( ® ), a Mg** libre 0.5 mM y pH=7.3.
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Tabla 6. ParAmetros cinéticos de 1a saturacion de la PEPC por PEP-Mg en
oFMB 5 mM a Mg*" librc 0.5 mM y pH=7.3.

ia y en pr

{oFMB] 0 mM» S mM®
Vmax 65035 60.5 0.9
So.s 0.90 = 0.08 061 +0.02
Vinax/So.s 72659 99.1 =£3.1

h 2.00 % 0.26 1.13 £ 0.03

(1) ajuste a 1a ecuacién del modelo de Hill.

Para caracterizar mejor la activacidon causada por el oFMB se realizdo un patrén de
activacion completo a PEP libre 0.5 mM (figura 11 y tabla 7), que es la condiciéon en

donde el efecto activador era mas claro. Se observd que al aumentar la concentracion del

oFMB disminuyd la Sos[PEP-Mg] y la cooperatividad de la PEPC mientras que la V, .. no

se modifico de manera significativa. Las curvas fueron trazadas ajustando los datos a la

ecuacion de velocidad del modelo cinético propuesto para este activador (¢f. 5.2.8.1). De

este ajuste se obtuvieron los parametros cinéticos mostrados en la tabla 8.
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4

Figura 11. Cinética de saturacién dc 1a PEPC para cl sustrato PEP-Mg cn ausencia (l) y en presencia de
oFMB 2 mM (@), S mM (A), 7.5 mM (¥) y 10 mM totales (@), a PEP libre 0.5 mM y pH=7.3.

Tabla 7. Paramectros cinéticos de la saturacién de la PEPC por PEP-Mg en ausencia y en presencia de
oFMB a PEP libre 0.5 mM y pH=7.3.

[oFMB] 0 mM’ 2 mM® 5 mM™® 7.5 mM® 10 mM®
Vo 654+10 [629=0.7 713 %19 70.5 % 1.4 73.7 = 1.1
Sos 0 K. 1.0820.02 0.4620.01 0.3340.02 0.29+0.02 032+ 002
Venax/Sos © K [606 £ 1.2 135.4+31 [217.6%13.8 [2432= 120 |2320= 106
h 2.09+0.07 1.64%0.05 1.20+0.08 1.07+0.05 1.00

(1) ajuste a la ecuacidn del modelo de Hill. (2) ajuste a la ecuacion del modelo de Michaclis-Menten.

‘Tabla 8. Pardmctros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos de la figura 7 a la ccuacién (4) (¢f.

5.2.7.1.).
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Vs 666+ 1.7
K. 6.78 = 1.29

K. 7.42 % 1.90

@ 0.0260 + 0.0085
B 1.124 + 0.047

Cuando los datos obtenidos en este experimento se graficaron en funcién de la
concentracion de oFMB (figura 12) se pudo observar que la activacion por oFMB es
significativa y que tuvo un comportamiento cooperativo a bajas concentraciones de

PEP-Mg, mientras que a concentraciones saturantes del mismo dicha activacion se hizo

inexistente.
20 T T —r T T T T
15 - .
4 E
10 /Ik/ N
)
*
>
> 4 .
5 _ -
- >
0 - - \ 4 v v v -~
L T T T v 1 i T
o 2 a 6 8 10

[oFMB] (mmMm)

Figura 12. Activacién relativa de la PEPC en funcién dc la concentracién de oFMB para una misma
concentracién de sustrato PEPMg dc 0.0S mM (I ), 015 mM (@), 0.3 mM ( 4 ) y 4 mM ( ¥ ) Por

razones de claridad de la figura no sc mucstran todos los datos.
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Puesto que oFMB se comportaba como un activador de la PEPC, se decidio realizar un
experimento manteniendo fijas las concentraciones de PEP libre a 0.5 mM y de PEP-Mg a
0.4 mM en ausencia o presencia de glucosa-6-fosfato 5 mM o glicina 5 mM (dos
activadores de la enzima) y a concentraciones crecientes de oFMB. Los resultados se
muestran en la figura 13. Podemos observar como, en ausencia de glucosa-6-fosfato o
glicina, al aumentar la concentracion de oFMB la PEPC se activo, en presencia de glicina
el efecto de ambos activadores fue aditivo y, sin embargo, en presencia de glucosa-6-
fosfato se observa una clara disminucién en la activacion de la PEPC, directamente

proporcional a la concentracion de oFMB.
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Figura 13. Cinética de saturacién de la PEPC para ¢l activador oFMB en ausencia (8 ) y en presencia de
glucosa-6-fosfato 5 mM ( @ ) o glicina 5 mM ( A ), a PEP libre 0.5 mM, PEP-Mg 0.4 mM y pH=7.3.

Finalmente, se realizaron cinéticas de saturacion en presencia de glucosa-6-fosfato 1 mM

y/o oFMB 5 mM a pH=7.3 (figura 14 y tabla 9). Se observan claramente el efecto
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activador de la glucosa-6-fosfato (aumento de la Vs y disminucidn de la Sos sin pérdida
de la cooperatividad) y del oFMB pero cuando ambos estan presentes y a las

concentraciones empleadas se tuvo un efecto intermedio sobre las constantes cinéticas.
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Figura 14. Cinética de saturacién de 1a PEPC para cl sustrato PEP-Mg en auscencia ( # ) y en presencia de

glucosa-6-fosfato 1 mM ( @ ), oFMB 5 mM ( A ) o glucosa-6-fosfato 1 mM + oFMB S mM ( ¥ ), a PEP
libre 0.5 mM y pH=7.3.
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Tabla 9. Pardmetros cinéticos de la saturacién de la PEPC por PEP-Mg en ausencia ¥ en presencia de
oFMB y/o glucosa-6-fosfato a PEP libre 0.5 mM y pH=7.3.

[ligando} 0 mMm© 1 mM G6P® | S mM oFMB"Y | 1 mM Gé6P +
5 mM oFMB®
V max 63.1 = 1.1 122.0% 7.6 71319 756 1.5
Sos 0 Km 1.03 = 0.03 0.61 + 0.04 0.33 = 0.02 0.56 = 0.02
Veax/Sos 0 K [61.3 % 1.5 200.7 = 13.6 216.1 = 11.4 135.7 + 5.2
h 2.11 + 0.09 2.01 = 0.13 1.20 + 0.08 1.48 = 0.07
K, - 153 £ 5.0 - -

(1) ajuste a la ecuacién del modelo de Hill. (2) ajuste a la ecuacién del modelo de inhibicién por exceso de
sustrato en €l modelo de Hill.

Este ultimo experimento se realizé también a pH=8.3 (figura 15 y tabla 10), pH al cual la

enzima perdié su cooperatividad; se observé un comportamiento similar al que se tuvo a

pH=7.3 con respecto a la respuesta de la enzima a los activadores.
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Figura 15. Cinética de saturacién de la PEPC para ¢! sustrato PEP-Mg en ausencia ( 8 ) ¥ en prescencia de
glucosa-6-fosfato | mM ( @ ), oFMB 5 mM ( A ) o glucosa-6-fosfato 1 mM + oFMB 5 mM ( ¥ ), a PEP

libre 0.5 mM y pH=8.3.
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Tabla 10. ParAmetros cindticos de la saturacién de la PEPC por PEP-Mg cn

ia y cn pr ia de

oFMB y/o glucosa-6-fosfato a PEP libre 0.5 mM y pH=8.3.

{ligandoj} 0 mM® 1 mM glucosa- | 5 mM oFMB® 1 mM G6P +
6-fosfato'” 5 mM oFMB®

Vaax 1155 +98 127.3 £ 4.1 66.5% 1.0 757+ 1.2

So.s 0 K 0.47 = 0.08 0.10 = 0.01 0.08 = 0.01 0.11 % 0.01

Voun/Sos 0 K [247.3 2359 1221.2 + 62.1 811.1 %534 6952 + 459

h 1.08 = 0.07 1.68+014 1.00 1.00

K, 10.1 £ 2.8 17345 — .

del modclo de Michaelis-Mentcn

6.2.2. Efecto del oFAB.

(1) ajuste a la ecuacién de inhibicidn por exceso de sustrato en el modelo de Hill. (2) ajuste a 1a ecuacién

En la figura 16 se presenta un patron de inhibicion completo a PEP libre 0.5 mM y pH=7.3
y las constantes cinéticas resultantes se muestran en la tabla 11. Podemos observar que el
oFAB se comporta como un inhibidor de la PEPC, provocando una disminucién de la Vi

y un aumento de la Sos con pérdida de la cooperatividad.
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Figura 16. Cindtica de saturacién de l1a PEPC para ¢l sustrato PEP-Mg ¢n auscncia () ¥ en presencia de
OFABOSmM (@), I mM(4) 2mM( V¥ )y 5mMiotales ( @), a PEP libre 0.5 mM y pH=7.3.

Tabla 11. Pardmectros cinéticos de la saturacién de la PEPC por PEP-Mg cn ausencia ¥ en presencia de

oFAB a PEP libre 0.5 mM y pH=7.3.

[0oFAB] 0 mM™W 0.5 mM» 1 mM? 2 mM®P 5 mM®
Viax 60.3 =26 S1.4x 1.9 47.6 2.6 39.7+ 1.3 129 % 1.4
Sos 0 Km 031+003 [035+003 [040+0.05 |046+0.04 [029%0.11
Viax/Sos 0 K 1957+ 181 |1466+11.6 [1193«13.0 |[87.0%6.3 450+ 153
h 153 £0.21 [1.40=0.16 [1.21x0.11 [1.14+x0.08 |[1.00

(1) ajuste a la ccuacién del modcelo de Hill. (2) ajuste a la ecuacidon dcl modclo de Michaclis-Mcnten.

Un nuevo patrén de inhibicion a pH=7.3 ahora a Mg?* libre 5 mM se muestra en la figura

17 y los parametros cinéticos resultantes en la tabla 12. Se volvid a observar que el oFAB
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es un inhibidor de la PEPC aunque en estas condiciones su efecto fue de mucho menor

magnitud y no parece haber pérdida de la cooperatividad.
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Figura 17. Cinética de saturacién de la PEPC para cl sustrato PEP-Mg cn ausencia ( B ) y en presencia de
OFABO.S mM(®), 1 mM(4A) 2mM( V¥ )yS5 mM totales ( ® ), a Mg™" libre $ mM y pH=7.3.
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Tabla 12. Pardmetros cindticos de la saturacion de 1a PEPC por PEP-Mg cn ia y en pr de
oFAB a Mg** libre 5 mM y pH=7.3.

[oFARB] 0 mMm¥? 0.5 mpM*P? 1 mMP 1 mM® 5 mM®
Vinax 35.8x 1.6 320+ 0.6 303+09 30.9+ 0.5 256+ 1.5

So.s 1.35+0.10 1.22 + 0.04 1.33 + 0.06 1.59 + 0.05 1.72£0.15
Vmax/Sos [26.5 £ 1.7 26.1 0.7 227+09 194+0.5 149 % 1.1

h 1.59 + 0.10 1.74 + 0.06 1.69 +0.07 1.60 % 0.04 1.72+0.13

(1) ajuste a la ecuacion del modcelo de Hill.

Es necesario resaltar que, al

aumentar

la concentracion del

substrato PEP-Mg y

manteniendo el PEP libre constante, aumenta de forma considerable la concentracién de

Mpg?" libre y por lo tanto la concentracién del complejo oFAB-Mg.

De los datos de la figura 17 se hizo un regrafico de los valores de Vo, ¥ Vau/Sos (figura

18).
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Figura 18. Regrifico dc los valores de Vo () y V. / Sos ( @ ) obtenidos en el experimento de la
figura 16. Las curvas son ¢l resultado del ajustc de los datos a la ccuacién que determina el

comportamicnto de dichos valores (ver ecuacién Sc, ¢/, 5.2.7.1.).

De estos graficos se obtienen los valores de K;: y Ki, mostrados en la tabla 13.

Tabla 13. Constantes de inhibicién competitiva (unién a la enzima libre; K,) y acompctitiva (unién al
complejo enzima-PEP-Mg; K,) para oFAB.

K. K.,
1.52+043 mM 2.34+ 022 mM

Finalmente, ya que los resultados sugerian que la inhibicion por oFAB presentaba un
componente competitivo importante, se realizaron dos experimentos: por un lado, se

hicieron curvas de saturacion a Mg?* libre 0.5 mM en ausencia y en presencia de oFAB 1
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mM y en presencia de la misma concentracion de complejo oFAB-Mg que hay con 1 mM

de oFAB pero a Mg?* libre 5 mM (figura 19).
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Figura 19. Cindtica de saturacién de 1a PEPC para ¢! sustrato PEP-Mg, a Mg** libre 0.5 mM y PH=7.3, en

ausencia ( B ) y cn presencia de oFAB 1 mM ( @), y la concentracién de oFAB-Mg quc habria si la curva
sc hubicse rcalizado a Mg** libre S mM ( A ).
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Tabla 14. Pardmetros cinéticos de la saturaciéon de la PEPC por PEP'Mg en ausencia y en presencia de
oFAB a Mg?” libre 0.5 mM y pH=7.3.

{oFAB] 0 mM" 1 mM©P equivalente'”’
Vas 36.0 = 0.4 382+ 0.3 37.4% 0.9

So.s 0.51 £0.01 0.57 + 0.01 0.70 + 0.04
Vian/Sos [70.6 = 1.2 670+ 1.0 53.4x2. 7

h 2.03 + 0.07 1.80 = 0.04 1.53 £ 0.09

(1) ajuste a 1a ecuacién del modelo de Hill.
Podemos observar que a 1 mM de oFAB y Mg?’ libre 0.5 mM no hubo inhibicién notable
de la PEPC mientras que a la concentracion de oFAB-Mg [Mg?® libre 5 mM] la inhibicién

fue mayor, aunque muy modesta si pensamos que la concentracidn de la especie libre
(oFAB) es de aproximadamente 8 mM.

Siguiendo el mismo principio se hizo el experimento complementario a una concentraciéon
de Mg?" libre 5 mM (figura 20).
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Figura 20. Cinética de saturacién de la PEPC para cl sustrato PEP-Mg, a Mg=* libre 5 mM y pH=7.3. en
ausencia () y cn presencia de oFAB 1 mM ( @ ), y 1a concentraciéon de oFAB-Mg que habria si la curva
se hubiera realizado a Mg?* libre 0.5 mM ( A ).

Tabla 1S5. Parametros cinéticos de la saturacién de la PEPC por PEP-Mg en ausencia y en presencia de
oFAB a Mg*" libre 0.5 mM y pH=7.3.

[oFAB] 0 mM"Y 1 mM®» equivalente'”’
Vmax 55.8 038 53,724 523k 2.5

So.s 1.05+0.03 1.31+0.09 1.09 = 0.09
Vra/Sos {53.1 £ 1.3 41.0x 25 48 0% 3.4

h 1.70 £ 0.04 1.79+ 0.13 1.84+0.17

(1) ajuste a la ecuaciodn del modelo de Hill.
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Podemos observar que a 1 mM de oFAB hubo una ligera inhibicién, mientras que a la

concentracién de oFAB-Mg [Mg?” libre 0.5 mM] se tuvo un efecto mucho menor sobre la
PEPC.

6.3. Ensayos de protecciéon frente a la modificaciéon por PLP.

Con el proposito de determinar si el sitio de union de los analogos empleados es el sitio
activo (que parecia ser el caso para oFAB-Mg) y/o el sitio alostérico para glucosa-6-

fosfato (que parecia ser el caso para oFMB) se realizaron ensayos de proteccion frente a la
modificacion por PLP.

Los valores de actividad se expresan como pmol NADH transformado - min™' - ml de
enzima™.

En un primer experimento se incubd a la enzima a pH=7.3 con PLP 1.2 mM, en ausencia

de Mg?*' y a las concentraciones indicadas de oOFAB u ocFMB (figura 21).
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Figura 21. Efecto del PLP sobre la actividad de la PEPC. La enzima fue incubada en presencia de PLP 1.2

mM a las concentraciones indicadas de oFMB (B ) y oFAB ( @ ). La aclividad fuc decterminada en
ausencia de glucosa-6-fosfato.

Podemos observar que no s6lo no existié proteccion del sitio activo, sino que la actividad
remanente disminuyd de forma exponencial al aumentar la concentracién del ligando;
dicho de otra manera, ambos analogos se estan uniendo a un sitio diferente del sitio activo,
provocando una desproteccion de este ultimo. Con los datos de este experimento se
graficd la desproteccion del sitio activo (figura 22) lo que nos permitié calcular las

constantes aparentes para la disociacion de dichos ligandos de su sitio de unién (véase mas
adelante la tabla 16).
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Figura 22. Desproteccién del sitio activo provocada por oFMB y oFAB. La desproteccion se calculd segun
la ccuacién (6) (¢ff 5.2.7.2.) para oFMB ( M ) y oFAB ( @ ) a partir dec los datos obtcnidos en cl
experimento mostrado en la figura 22. Las curvas son ¢l resultado del ajuste de los datos a la ecuacién del

modeclo de Hill con la restriccion Do, = 1.
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En una scgunda fase se hicieron cuatro experimentos cn donde la enzima se incubéd a
pH=7.3 en presencia de PLP 0.8 mM, en ausencia o presencia de Mg?" 10 mM libre y las
concentraciones indicadas de oFAB u oFMB (figuras 23, 25, 27 y 28).

En presencia de oFAB y en ausencia de Mg?* (figura 23) sc observd nuevamente una

desproteccién del sitio activo y no se observo proteccion del sitio alostérico para glucosa-

6-fosfato.

actividad (umolmin” mr")

L — 1
10 20 30
[oFAB] (mM)

0.0 -
(]

Figura 23. Efecto del PLP sobre 1a actividad de la PEPC. La enzima fue incubada en presencia de PLP 0.8
mM a las concentracioncs indicadas de oFAB. La actividad fue detcrminada en ausencia ( M ) y en

presencia de glucosa-6-fosfato 10 mM (@ ).

De los datos anteriores se calculo la desproteccion del sitio activo producida por el oFAB

en presencia de Mg?" (figura 24). El dato de Ka..pp Obtenido se presenta en la tabla 16.
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Figura 24. Decsproteccion del sitio activo provocada por oFAB. La desprotcccidn sc calculéd segun la
ccuacién (6) (¢f. 52.7.2.) a parur de los datos obtenidos en ¢l cxperimento mostrado cn la figura 23 La

curva e¢s cl resultado del ajuste de los datos a la ccuacién del modcelo de Hill con 1a restniccién Do, = 1.

En presencia de oFAB y Mg?" libre 10 mM (figura 25) se volvid a observar la

desproteccion del sitio activo, sin proteccién del sitio alostérico.
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Figura 25. Efecto del PLP sobre la actividad de 1a PEPC. La enzima fue incubada en presencia de PLP 0.8
mM y Mg®" 10 miM libre a las concentraciones indicadas de oFAB. La actividad fuc determinada en
ausencia ( I ) y cn presencia de glucosa-6-fosfato 10 mM ( @ ).

Nuevamente se hizo el calculo de la desproteccion del sitio activo provocada por oFAB en

presencia de Mg?” (figura 26). El dato de Ka..pp Obtenido se presentan en la tabla 16.
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Figura 26. Desproteccién del sitio activo provocada por oFAB en presencia de Mg>*. La dcsproteccién se

calculé segin la ecuacidn (6) (¢f. 5.2.7.2.) a partir dec los datos obtenidos en el experimento mostrado en la

figura 2S5. La curva es cl resultado del ajuste de los datos a la ccuacion del modelo de Hill con la

restriccion Doa, = 1.

Tabla 16. Constantes de disociacidén aparentes de los anilogos oFMB y oFAB obtcnidos mediante un

ajuste a la ecuacién del modclo de Hill con la restriccién Daae=1.

Analogo oFMB oFAB oFAB oFAB
(PLP 1.2 mM, (PLP 0.8 mNM, (PLP 0.8 mNM,
sin Mg*") sin Mg*") con Mg*")
Kaoapp 20.0x 1.7 7204 10.4 % 0.6 90x07
h 1.39+0.21 1.51+£0.12 1.25x0.11 2.68 + 0.50

Se puede observar en esta tabla como la Ku..pp para oFMB fue unas tres veces mayor que

para oFAB,; la unién de oFAB no parecié depender de la concentracion de magnesio
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aunque las Kg.,;p Obtenidas para oFAB si parecen depender de la concentracion de PLP

presente.

En presencia de oFMB en ausencia de Mg?' (figura 27) se observé nuevamente
desproteccion del sitio activo, aunque es mas modesta que en presencia de PLP 1.2 mM
(figura 21) y solo se manifiesta claramente a concentraciones altas de ligando, a diferencia
de lo que ocurria con oFAB. En este caso no se observd una proteccion frente a la

insensibilizacion, aunque tampoco se observd la desproteccion del sitio alostérico.
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Figura 27. Efccto del PLP sobre la actividad de la PEPC. La cnzima fue incubada en prescencia de PLP 0.8
mM a las concentraciones indicadas de oFMB. La actividad fue determinada en ausencia (W )yen
presencia de glucosa-6-fosfato 10 mM (@ ).

En presencia de oFMB y Mpg?" libre 10 mM (figura 28) observamos nuevamente

desproteccion del sitio activo sin proteccion del sitio alostérico para glucosa-6-fosfato.
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Figura 28. Efecto dcl PLP sobre la acuvidad de la PEPC. La cnzima fue incubada cn presencia de PLP 0.8
mM y Mg® 10 mM libre a las concentraciones indicadas de oFMB. La actividad fue dcterminada en

auscncia () y cn presencia de glucosa-6-fosfato 10 mM (@ ).

Finalmente se realizaron dos experimentos en presencia de 25 mM de fosfoglicolato y 15
mM de magnesio (concentraciones totales) para proteger al sitio activo de la modificacién
quimica y en ausencia o en presencia de oFAB (figura 29) o de oFMB (figura 31). En
presencia de oFAB podemos observar como existe una ligera desproteccion del sitio

activo sin proteccidn del sitio alostérico para glucosa-6-fosfato.
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Figura 29. Efecto del PLP sobre la actividad de la PEPC. La enzima fue incubada en presencia de PLP 0.4
mM, fosfoglicolato 25 mM y Mg?” 15 mM (concentraciones totales) a las concentraciones indicadas de

oFAB. La actividad fue determinada cn auscncia ( ) y en presencia de glucosa-6-fosfato 10 mM (@ ).

De los datos anteriores se pudo calcular la desproteccion del sitio activo (figura 30), la
union del oFAB fue ligeramente cooperativa (h=1.20 = 0.06) y la Ky..;; fue ahora de 28.0
= 1.0 mM, el cual es un valor 3 veces mayor que las Ky.pp Obtenidas en ausencia de

ligandos para este mismo compuesto.
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Figura 30. Desproteccion del sitio activo provocada por oFAB cn presencia de fosfoglicolato-Mg. La
desproteccién se¢ calculé segin la ccuacidon (6) (¢f. 5.2.7.2.) a partir de los datos obtenidos en el

experimento mostrado en la figura 29. La curva cs ¢l resultado del ajuste de los datos a 1a ecuacidn del
modelo de Hill con la restriccion Dy, = 1.

A las mismas concentraciones de fosfoglicolato y magnesio en presencia de oFMB (figura

31) se observo una clara proteccion del sitio alostérico para glucosa-6-fosfato, sin un
efecto significativo sobre el sitio activo.
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Figura 31. Efccro del PLP sobre la actividad de la PEPC. La cnzima fue incubada en presencia de PLP 0.4
mM, fosfoglicolato 25 mM y Mg’ 15 mM (concentraciones totales) a las concentracioncs indicadas de

oFMB. La actividad fuc determinada en ausencia (M ) v en presencia de glucosa-6-fosfato 10 mM (@ ).

De los datos anteriores se calculd la sensibilidad frente a glucosa-6-fosfato, lo que se
muestra en la figura 32. Se puede observar claramente la proteccién del sitio alostérico
para glucosa-6-fosfato. Los datos resultantes del analisis de la figura nos permitieron
calcular una Ky..pp de 5.20 £ 0.25 mM.
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Figura 32. Scnsibilidad frente a glucosa-6-fosfato. La sensibilidad se calculé segun la ecuacién (7) (¢f.

5.2.7.2.) a partir dc los datos obtenidos en e¢l experimento mostrado en la figura 31. La curva es el

resultado del ajusic de los datos a la ecuacién del modclo de Hill.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS.

Una notable caracteristica de la PEPC es la de ser activada por moléculas que son analogos
de su substrato PEP. En la mayoria de las enzimas, los analogos del substrato son
inhibidores competitivos de la misma, ya que dada su similitud estructural, son capaces de
unirse al sitio activo de la proteina impidiendo la union del substrato al formar un complejo
sin salida enzima-inhibidor. Sin embargo, en ¢l caso de la PEPC, sc¢ conocen varios analogos
del PEP que son activadores alostericos de esta enzima (¢ff 2.8 3 ) v solo algunos de ellos
son inhibidores competitivos Aparentemente, una diferencia entre estos dos grupos de
compuestos cs la diferencia en ¢l namero de cargas negativas de las moléculas. En virtud de
lo anterior, decidimos emplear dos analogos estructurales del PEP que poscen un grupo
fosfonometilo, que es un analogo no hidrolizable del grupo fosfato del PEP y que presentan
un carboxilato que se encuentra conjugado con dobles enlaces al igual que ¢l PEP. Para
generar dos compuestos casi idénticos, pero con diferente carga, uno de cllos fue sintetizado

como un ¢éster metilico del carboxilato y el otro como acido libre

Las constates de estabilidad obtenidas para los dos compuestos en estudio complejados con
magnesio indican que el cambio en la carga es suficiente para producir una importante
diferencia en la estabilidad de sus respectivos complejos (figuras 5 vy 6 v tabla 2). Esta
diferencia es importante, ya que se ha demostrado que el sitio activo de esta enzima une a la
forma acomplejada de PEP-Mg con mucha mayor afinidad que a las especies libres (Lopez-
Valentin, 1997) y, aun cuando la evidencia experimental es insuficiente, se ha sugerido que
la unidn del activador alostérico glucosa-6-fosfato podria unirse también al sitio
correspondiente como complejo con magnesio (Wedding y Black, 1988)

Para determinar c¢l cfecto de estos compuestos bajo diferentes condiciones que nos

permitieran identificar no sélo su posible sitio de union, sino también las condiciones en la
que se observaba mejor su efecto, se decidio probar dicho efecto sobre la saturacion de la
enzima por PEP-Mg a pH 7.3 (pH que se¢ considera cercano al pH fisiologico) en dos

condiciones: a concentracion de magnesio libre fija (en donde la concentracién de PEP libre
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y de PEP-Mg varian en forma proporcional) y a concentracion de PEP libre fija (en donde la
concentracién de magnesio libre y de PEP-Mg varian ¢en forma proporcional). El compuesto
metilado (0FMB) se comportd como un activador de tipo K (figuras 7 a 12 y tablas 3 a 7),
cuyo efecto fue muy claro a concentraciones bajas de PEP libre constante (figura 7). Esto
nos indica que este compuesto podria estarse uniendo al sitio alostérico activador para
glucosa-6-fosfato aumentando la afinidad por el sustrato de la enzima PEP-Mg vy,
especialmente a concentraciones bajas de este ultimo substrato (figura 12), produciria una
transicion alostérica activadora que explica ¢l aumento de la afinidad y la disminucion de la
cooperatividad (tablas 3 a 6). Cuando lo que se manticne constante es la concentracion de
magnesio libre, el efecto observado sobre Sus es similar al ya descrito, pero de menor
magnitud (tablas 5 y 6) Sin embargo. dado que la cooperatividad positiva para PEP-Mg es
mayor en estas condiciones, el efecto observado sobre el numero de Hill ¢s mayor. Se
observa ademas que en estas condiciones hay una ligera disminucién de la velocidad maxima
aparente en presencia del compuesto (figuras 9 y 10 y tablas 5 y 6) y este cfecto es
dependiente de magnesio ya sca en forma directa o indirecta, puesto que s¢ observa mas

claramente a concentracion de Mg®" libre de O 5S mM que ala de 0.1 mM

Dado que el 2-tosfono-benzoato de metilo (oFMB) se¢e comportaba como un activador
similar a glucosa-6-fosfato en cuanto a que reduce la cooperatividad ¥ aumenta la afinidad
por PEP-Mg decidimos ver si ¢l andlogo competia con glucosa-6-fosfato v/o con glicina, ya
que estas dos moléculas parecen unirse a sitios diferentes en la enzima (¢f 2 52.1.). Los
datos obtenidos indican que este compuesto compite con glucosa-6-fosfato. pero no con
glicina (figura 13), también puede observarse que conforme la concentracion del compuesto
aumenta, en presencia de glucosa-6-fosfato la actividad se reduce; esto puede explicarse si
este compuesto y la glucosa-6-fosfato se unen de modo mutuamente excluyente, pero la

unién de! oFMB induce un cambio conformacional menos adecuado para la funcion de la

enzima que la glucosa-6-fosfato. A fin de analizar mejor el efecto de estos dos ligandos

sobre la enzima se realizaron curvas de saturacion para el substrato PEP-Ng en presencia de
cada uno de estos ligandos o de ambos simultaneamente. Estos experimentos se realizaron a

0.5 mM de PEP libre constante, dado que en estas condiciones el efecto del oFNIB era mas
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claro. La figura 14 y la tabla 9 muestran que glucosa-6-fosfato es un excelente activador de
la PEPC de hoja de maiz como ya se ha reportado (¢f. 2.5.2.1); este compuesto reduce la
So.s ¥ produce un aumento importante en la V... aparente; sin embargo, en estas condiciones
particulares, la glucosa-6-fosfato no reduce la cooperatividad. El oFMB también reduce la
Sos (noétese que este compuesto fue agregado a mayor concentracion) y aumenta 1a Vs
aparente, pero ademas y a diferencia del anterior, este compuesto también elimina la
cooperatividad. En presencia de

ambos compuestos los efectos son exactamente

intermedios, lo que concuerda con lo observado en la tigura 13, es decir, aparentemente en
estas condiciones ¢l oFMB vy la glucosa-o-tostato son activadores alostéricos de la PEPC

con efectos mutuamente excluyentes entre si y ademas, ¢l oFMB induce una transicion

alostérica menos favorable que la glucosa-o-fosfato

A continuacion decidimos realizar este mismo experimento a un pH de 8 3 debido a que a
este valor de pHl la cooperatividad de uniodn para PEP Mg desaparece El proposito de este
ultimo experimento era el de ver si el efecto del oFMB estaba ligado a la abolicion de la
respuesta cinética cooperativa de la enzima o se trataba de dos efectos disociables, ya que a
este pH la PEPC no presenta un compornamiento cinético cooperativo marcado (¢f 2.7.1)
En la figura 15 se observa que a pH=8.3 la glucosa-6-fosfato sigue siendo un activador de la
enzima que reduce la Sps y aumenta la V., aparente (tabla 10), oFMB en cambio, reduce el
valor de ambos parametros, pero su efecto sobre la afinidad de la enzima por PEP-Mg es
mas marcado que a pH 7.3. Es posible que a este pH ¢l oFMB pueda unirse al sitio activo en
forma de complejo con magnesio y gracias a la extremadamente alta afinidad del sitio activo
en esta condicion, el oFMB podria estar actuando como un activador a concentraciones
bajas de PEP-Mg (y bajas de Mg®" libre) y como un inhibidor competitivo a concentraciones
mas elevadas de este substrato (v altas también de Mg?” libre). En cualquier caso. al igual
quec a pH de 7.3, la presencia de ambos compuestos brinda un efecto que es intermedio entre
los observados cuando sdlo uno de cllos estaba presente (figura 15 y tabla 10), indicando
que su unidn sigue siendo mutuamente exclusiva y que los efectos sobre la cooperatividad

de unidn para PEP-Mg y los aumentos en la afinidad por este substrato son fenémenos
independientes.
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A fin de determinar el valor de la constante de activacion del oFMB, para poder comparar la
afinidad de la enzima por este compuesto y sus efectos con los reportados para otros
activadores, realizamos un patron de activacidon completo para el oFMB, a una
concentracion de PEP libre de 0.5 mM y a un pH de 7.3. Para poder analizar el efecto de
esta molécula se requirido de un modelo que incluyera la cooperatividad y el efecto del
activador sobre ésta, ademas del comportamiento ya descrito para un activador no escncial
(Segel, 1975). El modelo empleado (c¢f. 5.2.8.1)) asume que la PEPC posee dos sitios
activos interactuantes y un sitio alostérico activador. La unién del substrato a un sitio activo
trae como consecuencia un incremento en la afinidad de la enzima por PEP-Mg en el
segundo sitio y por oFMB en ¢l sitio activador, ademas, la unién del activador a su sitio trae
como consecuencia un aumento de la afinidad de la enzima en todos los sitios activos (que
se vuelven equivalentes) y un aumento en la constante catalitica. Las curvas en la figura 11
fueron trazadas con un ajuste de los datos al modelo global y este ajuste arroja una K, de
7.42 £ 1.90 mM para la union del oFMB a la enzima libre y una K, aparente de 0.193 +
0.016 mM para su union al complejo enzima-PEP-Mg. Este ultimo valor es un poco menor
que el reportado para el 2-fosfonometil-propenoato de metilo (0.32 mM, Jenkings er al.,
1986) y ¢l fosfato de fenol (0.23 mM, Rodriguez-Sotres y Mufioz-Clares, 1990), indicando

que el sitio alostérico de esta enzima presenta mayor afinidad por ¢l oFMB que por los
anteriores.

Como un siguiente paso, investigamos el efecto que tenia sobre la actividad de la PEPC el
mismo compuesto en su forma acida (oFAB), con lo que aumentamos la carga neta del
compuesto en solucion. Inicialmente estudiamos este compuesto en las mismas condiciones
en las que se estudid el derivado metilado y observamos que este compuesto se comportaba
como un inhibidor moderado a 5 mM de Mg?" libre (figura 17) y un inhibidor potente a 0.5
mM de PEP libre constante (figura 16). En la primera condicién el compuesto disminuye la
Vmax, con un leve efecto sobre la Sos, lo que lo convierte en un inhibidor mixto; este
resultado no se puede explicar solamente por la unidén del compuesto al sitio activo en la

enzima libre, sino que es necesario postular la unidn de este compuesto a otras formas de la
enzima, ya sea al sitio activo o a otro sitio distinto.
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La explicacion al hecho de que la inhibicion observada en otras condiciones fuera muy pobre
es que, en apariencia y de acuerdo con lo descrito para la unidén del substrato PEP (Wedding
er al., 1989, Rodrigucz-Sotres y Muiioz-Clards, 1990) la uniéon de oFAB a la enzima
requiere de la formacion del complejo con Mg?', pero debido a la baja estabilidad del
complcjo, se requicren concentraciones elevadas de este cation para hacer evidente el efecto
inhibitorio. A concentraciones bajas de PEP libre (0.5 mM, figura 16), la concentracion de
oFAB-Mg aumenta de manera simultanca con el substrato PEP-Mg, de manera que, cuando
la concentracion de PEP-Mg e¢s baja ¢l compuesto inhibe muy poco v cuando la
concentracion de PEP-Mg es elevada. ¢l compuesto inhibe mucho, esto es equivalente al
efecto de un inhibidor acompetitivo, que reduce Sus y Voaa de igual manera, solo que en este
caso el efecto sobre Sos v el efecto sobre Vi fueron de diferente magnitud Lo anterior es
una indicacion mas de gque este compuesto puede unirse a la enzima libre, pero también a
otra forma de la enzima y esto puede explicarse por su unién al sitio activo en una forma

distinta a la que se une el substrato, o por su unioén a un sitio diferente del activo

Para confirmar el requerimiento de Mg™ en la union del oFAB realizamos curvas de
saturacion también a una concentracion 10 veces mas baja de magnesio (0.5 mM) vy
calculamos la cantidad de compuesto que deberia anadirse para lograr una concentraciéon de
oFAB-Mg equivalente a la que se formaba a la concentracion de S mM de Mg?” libre (x mM
del oFAB) y viceversa (y mM de oFAB a Ng® libre 05 mM). Los resultados de estos
experimentos (figuras 19 y 20 y tablas 14 y 15) indican que efectivamente, cuando la
concentracion de oFAB-Mg es igual se observa un nivel de inhibicion similar, si bien no
idéntico en virtud de que la presencia de mayor o menor cantidad de Mg’ libre afecta el

perfil de saturacion de la enzima por PEP-Mg y esto también influye

Debido a que los resultados obtenidos con el inhibidor nos indicaban claramente la
naturaleza mixta de la inhibicion, decidimos determinar las constantes de disociacion del
oFAB y del oFMB de los sitios activo y alostérico activador para glucosa-6-fosfato a través
del efecto protector que estos compuestos pudieran ofrecer, respectivamente, sobre la

inactivacion y la insensibilizacion frente a glucosa-6-fosfato de la PEPC por ¢l 5'-fosfato de
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piridoxal. Esta metodologia ya ha sido previamente caracterizada por Tovar-MNéndez y col.
(1997); asi, se realizaron experimentos de proteccion de la actividad y la sensibilidad de la
PEPC frente a glucosa-6-fosfato, a diferentes concentraciones y oFAB u oFMB y en
ausencia o presencia de magnesio Los resultados de estos experimentos se muestran en las
figuras 21, 23, 25, 27 v 28 Y lo que se observo es que ninguno de Jos dos compuestos fue
capaz de brindar proteccion ni de la actividad ni de la sensibilidad a glucosa-6-tfosfato, ni en
ausencia de magnesio, ni oen su presencia Antes bien. oFAB produjo principalmente un
aumento en la acceesibilidad del residuo de hisina del sitio active Podemos ver ademas en la
tabla 16 que Ia intensidad de la union de oFAB e¢s independiente de magnesio pero se
manifiesta de forma distinta segun la concentracion de PLLP. En ¢l caso del oFMNMB tampoco
existe proteccion frente a la insensibilizacion, aunque este resultado no es del todo
sorprendente va que sce ha demostrado que, en ausencia de otros ligandos o ccsolutos, la
glucosa-6-fostato es incaparz de proteger a su sitio alostérico de la modificacion por PLP
(Tovar-NMdndez or al., 1997), o que sugiere que ¢l sitio alostérico esta inaccesible o tiene

una topologia distinta en estas condiciones

Los resultados que se muestran en las figuras 29 v 31 fueron realizados ahora en presencia
de fosfoglicolato 25 mM y magnesio 15 mM1 (concentraciones totales) con ¢l fin de proteger
de la modificacion al sitio activo. En la figura 29 se puede observar que en presencia de
ligandos del sitio activo ¢l oFAB lleva a una ligera desproteccion del sitio activo. La
desproteccion del sitio activo puede deberse nuevamente a que dicho compuesto se une a
otro sitio, aunque con una afinidad mucho menor que en ausencia de ligandos, provocando
un cambio conformacional que expone ¢l residuo de lisina. La ligera desproteccion del sitio
activo podria tambidn deberse a que al aumentar la concentracién de oFAB total aumenta la
concentracion del complejo oFARB-My, disminuye la concentracion de fostfoglicolato-Mg y,

como vimos, el oFAB-MNMg no ofrece proteceion alguna del sitio activo
Sin embargo, en presencia de fosfoglicolato My ¢l oFMB si fue capaz de proteger al sitio
alostérico para glucosa-6-fosfato (figura 31), fo que concuerda con resultados anteriores que

muestran que en presencia de ligandos o cosolutos la glucosa-6-fosfato si es capaz de
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proteger a su sitio de la modificacion quimica por PLP (Tovar-Méndez er al., 1997) y
confirma ¢l hecho de que oFMB se esta uniendo al sitio alostérico para glucosa-6-fosfato.
Con estos datos pudimos calcular una Ky..pp de 5.20 4: 0.25 mM. En teoria este valor deberia
ser parecido al valor de K, para la union al complejo enzima-PEP-Mg que se calculd de los
datos cinéticos, no lo es debido a que el valor de Ky, esta influcenciado por la
concentracion de PLP empleada Por otro lado, las concentraciones de fosfoglicolato-Mg
son probablemente suficientes para saturar al sitio activo, por lo que casi no sc observa
cooperatividad en la unién del oFMB (figura 32). La ligera proteccidén del sitio activo que
parece ofrecer ¢l oFNB quiza se deba a que la unidén de este activador aumenta la afinidad
del sitio activo por el fostoglicolato-MNg La desproteccidn que se observa a muy altas
concentraciones de oFMB (figura 31) podria deberse a que ¢l oFMB se esta uniendo ahora

al otro sitio propuesto o simplemente a etectos de la fuerza idGnica del medio de incubacion

Estos resultados, junto con ¢l comportamicnto como inhibidor mixto de oFAB e¢n las curvas

de saturacion por PEP-My de la PEPC realizadas (figuras 16 y 17) demuestran que estos

compuestos se unen a la enzima, en ausencia de ligandos, en una de dos formas

a) A un sitio diferente del sito activo v del sitio activador para glucosa-6-tosfato, mismo que
se acompaiia de un cambio contormacional asociado @ una mayor exposicion de la lisina
del sitio activo que es modificada por el S'-tosiato de piridoxal con pérdida de actividad.

b) Al sitio activo O al sitio activador para glucosa-6-fosfato, pero con una geometria muy
distinta a aquella con la que se¢ unen PEP al sitio activo y glucosa-6-fosfato al sitio
activador, de tal modo que en lugar de brindar proteccion a los respectivos residuos de

lisina, los hacen mas reactivos.

Finalmente, aGn cuando no tenemos una idea clara del sitio al que pudieran estarse pegando
estos compuestos cn ausencia de otros ligandos, nuestros datos indican que en las
condiciones de cubeta, es decir en presencia de substratos v de Mg®™, el oFMB se une al sitio
alostérico activador para glucosa-6-fosfato, mientras que ¢l oFAB se une a otro sitio y tal
vez al sitio activo, lo que resulta en una inhibicion mixta. También, la unién de oFAB a este

otro sitio a0n no identificado parece no requerir Mg aunque es factible que el complejo
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oFAB-Mg sca el que se una preferencialmente al sitio activo, dado que la cantidad de
magnesio requerido para que se observen sus efectos coincide mas con la afinidad de este
ligando por el Mg*' que con la afinidad reportada para la enzima por este catién (Rustin er
al., 1988). El efecto del oFMB, por ¢l contrario, muy posiblemente no requiera de la
formacién previa de un complejo oFMB- Mg, dado que este compuesto presenta una afinidad
por magnesio aun menor que oFAB y sus efectos se manifestaron en forma clara ain a 0.1
mM de Mg? libre, concentracion en la que la cantidad de oFMB-Mg es despreciable. A
pesar de los anterior, no se puede descartar lIa posibilidad de que el sitio alostérico para

glucosa-6-fosfato una magnesio independientemente de la afinidad de su ligando por este

cation.
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8. CONCLUSIONES.

a)

b)

<)

d)

Este estudio apoya la propuesta de que cicrtos analogos estructurales de PEP pueden
actuar como activadores alostéricos de la PEPC, a través de su union al sitio
alostérico activador para glucosa-6-fosfato de la enzima, lo que indica la semejanza
estructural de este sitio con el sitio activo.

Los analogos del PEP que se unen al sitio alostérico activador parecen diferir en el
numero de cargasaicegativas del ion de aquellos que se unen al sitio activo y que son
inhibidores competitivos. En efecto, ¢l oFNB, con dos cargas negativas, resultd ser
un activador de la PEPC, mientras que el oFAB, con tres cargas negativas, resultd ser
un inhibidor mixto. Sin embargo, PEP has sido propuesto como un activador de la
enzima (Rodriguez-Sotres y Muiioz-Clarés, 1990), lo que indica que existen otras
caracteristicas que son importantes para su reconocimiento por el sitio activo y por el
sitio activador para glucosa-6-fosfuto.

L.os analogos elegidos no presentan suficiente analogia estructural con el PEP, ya que
oFAB, el mas cercano, no parece estar uniéndose al sitio activo en ausencia de
ligandos o bien no ocupa la misma posicion que PEP en este sitio.

La existencia de multiples estados conformacionales de la PEPC resulta apoyada por
nuestros datos ya que es posible inducir cambios alostéricos en la afinidad de la
enzima por el substrato en ausencia de una reduccion en la cooperatividad de unién
del substrato PEP-Mg y existen condiciones en las que la cooperatividad desaparece

sin que la sensibilidad a los reguladores alostéricos desaparezca.
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Apéndice: preparacién de disoluciones y amortiguadores.
Disoluciones.

E! MgCl: se prepara de la siguiente manera: desecar MgO en un hormo a 170 °C hasta
peso constante y agregarle FICl. La reaccion se deja transcurrir durante por lo menos dos
dias o hasta que el pH se haya estabilizado entre 5.5 y 6. La solucidn de MgCl; resultante

se lleva a una concentracion de 1 M.

El reactivo de Bradford se prepara de la siguiente manera: pesar 100 mg de azul de
Coomassie G y disolverlos en 50 ml de etanol al 95 2% (v/v) y 100 ml de acido fosforico al
85 %% (p/v). Agitar hasta disolucion total Llevar a 1 1 con agua destilada y filtrar. El

reactivo se conserva en un frasco ambar a temperatura ambiente.
Amortigundores para la purificacion de In PEPC.

Amorntiguador A: HEPES-KOH 100 mM pH=7.5, EDTA 0.2 mM, glicerol 20% (v/v),
MgCl; 10 mM, PMSF 1 mM, DTT 5 mM, malato 5 mM, benzamidina 2 mM, PO, (sal de
potasio) 25 mM, quimostatina 100 pug / ml.

Amortiguador B: HEPES-KOH 50 mM pH=7.5, EDTA 0.1 mM, glicerol 10% (v/v),
PMSF 1 mM, DTT 5 mM, malato 5 mM, benzamidina 2 mM, POJ* 25 mM, quimostatina
10 pg / ml.

Para los gradientes de elucion se utiliza una solucion de fosfatos 1 M a pH=7.5 la cual se
prepara mezclando una disolucidon 1 M de K:HPO, y una disolucion 1 M de KH;PO, hasta
llegar a pH-=-7.5

Amortiguador C: HEPES-KOH 50 mM pH=7.5, EDTA 0.1 mM, glicerol 10% (v/v), DTT
5 mM.
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