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RESUMEN 

La enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) cata liza la formación de oxalacetato 
y Pi utilizando fosfoenolpiruvato (PEP) y bicarbonato en presencia de magnesio. Esta 
reacción es el primer paso de la vía de asimilación de CO2 atmosférico en plantas C4 , 

como es el maíz. La PEPC esta sugeta a una compleja regulación alostérica que 
involucra cooperatividad homotrópica, efectos heterotrópicos positivos (por azúcares 
fosfato y aminoácidos neutros) y negativos (por ácidos dicarboxílicos). Además, la 
PEPC esta sugeta a regulación por modificación covalente, que modula su respuesta 
a los efectores alostéricos. La enzima de plantas C4 esta fosforiiada durante el día y 
no fosforilada durante la noche. Con el fin de obtener un mejor entendimiento del 
mecanismo de la regulación alosténca de la actividad de la PEPe de C4 , medimos la 
unión de ligandos del sitio activo y del sitio alostérico para glucosa-6-fosfato (Glc6P) a 
la forma no fosforilada de la PEPC de hojas de maíz. Nuestros resultados indican que 
el mecanismo de la regulación alostérica de la PEPC no se basa en cambios de su 
estado oligomérico. Para estudiar los efectos de los iones PEP y Mg2

+ sobre la 
actividad de la PEPC en sus formas no fosforilada y fosforilada, realizamos 
determinaciones de actividad en estado estacionario, a concentraciones saturantes 
de bicarbonato utilizando las formas libres de PEP (fPEP) Y magnesio (fMg2+), en un 
intervalo de concentracion cercana a la fisiológica. A pH 7.3, los resultados obtenidos 
en la ausencia de activadores con ambas formas de la enzima, son consistentes con 
la unión exclusiva del complejo MgPEP al sitio activo y de fPEP a un sitio alostérico 
activador. A pH 8.3 Y en presencia de concentracion saturante de activadores, las 
especies libres también se unen al sitio activo de la enzima libre, pero con constantes 
de disociación de por lo menos 35 veces mayores a las estimadas para el complejo 
MgPEP. La saturación de la enzima con Glc6P eiimina la activación por fPEP, lo que 
es consistente con un sitio común de unión; mientras que la saturación con glicina 
(Gly) aumenta la afinidad del sitio alostérico por fPEP. Bajo todas la condiciones 
evaluadas, nuestros datos sugieren que fPEPno es capas de unirse al sitio alostérico 
de la enzima libre. Además, Para evaluar la cinética de la enzima en condiciones 
cercanas a las fisiológicas, realizamos estudios cinéticos utilizando magnesio libre 0.4 
mM y bicarbonato 0.1 mM, y encontramos que ambas formas de la enzima (no 
fosforilada y fosforilada) muestran un alto grado de cooperatividad en la unión de 
PEP, una mucho menor afinidad por este substrato y por los activadores, y una mayor 
afinidad por malato que la que muestra a altas concentraciones de magnesio libre y 
bicarbonato. La inhibición por malato, fue contra restada por aminoácidos neutros, 
pero no por azúcares fosfato. Concentraciones fisiológicas de Ala activan 
significativamente a la PEPC, sugiriendo un papel fundamental para la regulación de 
la actividad de PEPC de hoja de maíz por este aminoácido. Nuestros resultados, 
también muestran que la actividad máxima presentein vivo puede ser menor del 50% 
de ia medible in vitro en condiciones óptimas. Por lo que, el alto nivel de proteína 
PEPC presente en el citosol del mesófílo de plantas C4 (10-15% de la proteína soluble 
iotal), pueden ser una adaptación para mantener la velocidad de asimilación de CO2 

del proceso fotosíntetico de de plantas C4 , considerando las limitantes impuestas por 
las propiedades cinéticas de la PEPC y de las condiciones medioambientales. 
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ABSTRAer 

Phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) catalyzes the essentially irreversible 
formation of oxaloacetate and Pi from phosphoenolpyruvate (PEP) and bicarbonate in 
the presence of magnesium. This reaction is the first step in the assimilation pathway 
of atmospheric COz in C4 plants, such as maize. lIs importance in the photosynthetic 
metabolism is underscored by the abundance of the PEPC protein which accounts for 
10-15% of the total soluble protein of mesophyll cells. PEPC is subjected to complex 
allosteric regulation involving homotropic cooperalivity and heterotropic effects by 
phosphorylated sugars and neutra! amino acids (activators) and by dicarboxylic acids 
(lnhibitors). PEPC is also subjected to covalent modification, which modulates its 
response to the aiiosteric effectors. The enzyme of C4 plants i5 phosphorylated düring 
the day and nonphosphorylated during the night. In an effort to further the 
understanding of the mechanism of allosteric regulation of the activity of C.-PEPC, we 
measured the binding of ligands to the active and glucose-6-phosphate allosteric siles 
of the nonphosphorylated form of maize-Ieaf PEPC, our results shown that the 
mechanism of PEPC allosteric regulation is not based on PEPC oligomerization 
changes. To study the effects of PEP and Mgz

+ ions on the activity of lhe non­
phosphorylated and phosphorylated forms of PEPC from Zea mays leaves, steady­
state measurements have been carried out at saturating bicarbonate using the free 
forms of PEP (fPEP) and Mg2+ (fMg2+), both in a near-physiological concentration 
range. At pH 7.3, in the absence of activators, the initial velocity data obtained wilh 
both forms of the enzyme are consistent with the exclusive binding of the complex 
MgPEP to the active site and of fPEP to an activating allosteric site. At pH 8.3. and in 
the presence of saturating concentrations of activators, the free species also 
combined with the active site in lhe free enzyme, but with dissociation constants al 
least 35-times larger than that estimated for MgPEP. Saturation of the enzyme with 
Glc6P abolished the activation by fPEP, consisten! with a common binding site, while 
saturation with Gly increased the affinity of the allosteric site tor fPEP. Under all the 
condiiions tested, our data suggest that fPEP is not able to combine with the allosteric 
site in the free enzyme. In addition, to evaluate the kinetics of the enzyme at near 
physiological conditions, we have performed kinetic studies at 0.4 mM free 
magnesium and 0.1 mM bicarbonate, and found that both the nonphosphorylated and 
phosphorylated enzymes exhibited a high degree of cooperativity in the binding of 
PEP, a much lower affinity for this substrate and for activators, and a greater affinity 
for malate than at high concentrations of these ions. Inhibition by malate was 
overcome by neutral amino acids but not by sugar phosphates. Physiological 
concentrations of Ala caused significant activation, suggesting a pivotal role for this 
amino acid in regulating maize-Ieaf PEPC activity. Our results also showed that the 
maximum enzyme activity attainable in vivo would be less than 50% of that aUainable 
in vitro under optimum conditions. Therefore, the high levels of phosphoeno/pyruvate 
carboxylase protein in the cytosol of C4-mesophyll cells might be an adaptation for 
sustaining the steady-state rate of flux through the photosynthetic CO2 assimilation 
pathway, despite the limitations imposed by the PEPC kinetic properties and the 
conditions of its environment. 
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1. INTRODUCCiÓN 

Aproximadamente de un 90 a un 95% de la materia seca de un cultivo se deriva 

del CO2 atmosférico asimilado durante la fotosíntesis [Zelitch, 1979]. Por ello, la 

comprensión de los procesos bioquímicos responsables de la asimilación de este 

compuesto es del máximo interés, no sólo científico sino también económico. 

El maíz pertenece al grupo de plantas con fotosíntesis C4 , que se caracteriza por 

un alto nivel de eficiencia en su crecimiento bajo condiciones extremas de luz, altas 

temperatuias y niveles elevados de oxígeno. Las bases molecu!ares de dichas 

características estriban en la existencia de la ruta metabólica de los ácidos 

dicarboxílicos (ciclo C4) que minimiza la pérdida de energía debida a la 

fotorrespiración [Leegood & Osmond, 1990]. 

La enzima fosfoenolpiruvato carboxiiasa (PEPC, E.C. 4.1.1.31) juega un papel 

clave en la asimilación fotosintética de CO2 atmosférico en las plantas C4 , pues 

cata I iza la primera reacción de fijación del CO2 en el metabolismo C4 [Hatch, 1978]. 

Deh;do a el In 'a peD,... es ob;e·~ de n"merosas ;n"es"na~;Anes cnn e' .;~ de I'~g~' ~ L,J! v , ¡ L..I \J J lV IUII I UIV ~L~ "-'IVI I VII I IItI le; al CE 

entender su funcionamiento y regulación in vivo. Sin embargo, el mecanismo cinético 

y la regulación alostérica de esta enzima no han sido completamente elucidados 

hasta la fecha. Por lo anterior, es de gran interés llevar a cabo un estudio a 

profündidad de estos dos importantes aspectos füncionales de la PEPe de hoja de 

maíz. 
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2. ANTECEDENTES 

Los antecedentes están divididos en tres apartados principales: el metabolismo C4 

presente en las hojas de maíz, la enzima PEPC de plantas C4 y su regulación, con 

especial atención en la enzima de maíz. 

2.1. El metabolismo C4 (tipo enzima NADP+-málico) 

Existen tres tipos del metabolismo C4 dependiendo de la enzima que cataliza la 

descarboxilación del malato en !a vaina vascular. Así existen plantas que usan a ia 

enzima NADP"-málico, otras a la enzima NAO+-málico y otras a la enzima 

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) [Leegood & Osmond, 1990]. A continuación 

se presenta un resumen del metabolismo C4 que presentan las plantas de maíz (tipo 

enzima NADP+-málico) y cuyo esquema se muestra en la figura 2.1. [página 3]. 

Dos diferentes clases de células cooperan durante la fotosíntesis en las plantas C4 , 

las llamadas células del mesófilo y las células de la vaina vascular. Las células de la 

vaina vascular presentan cloroplastos sin grana y poseen la enzima málica-NADP+ y 

las enzimas del Ciclo de Calvin. Estos cloroplastos son deficientes en fotosistemall y 

son incapaces de realizar el transporte de electrones no cíclico que produce O2 y 

NADPH, aunque pueden producir ATP mediante el transporte de electrones cíclico. 

En contraste los cloroplastos de las células del mesófilo realizan tanto el transporte de 

electrones no cíclico como el cíclico (produciendo O2 , NADPH Y ATP) Y no contienen 

ni la enzima descarboxilante ni las enzimas del Ciclo de Calvin. Otra diferencia 

importante entre los dos tipos de células de las hojas de plantas con metabolismo C4 , 

es que mientras la acumulación de almidón está restringida a los cloroplastos de las 

células de la vaina vascular, la síntesis de sacarosa se lleva a cabo principalmente en 

el citasol de las células del mesófilo [Leegood & Osmond, 1990]. 

Esta especialización celular permite suprimir la liberación de O2 en las células de la 

vaina vascular manteniendo altas concentraciones de CO2 en éstas células, 

favoreciendo la carboxilación de ribulosa 1,5-bifosfato; que requiere de la rápida 

transferencia del carbono fijado y la energía generados en ambos tipos de células. 

2 
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Células del mesófilo Células de la vaina vascular 

Cloroplasto Cloroplasto 

NADP+ Mal-+--------t-> Mal 

~~P ~P -+--i ... PEP I-lCO"3 

~."*---+- Pi 

, I 
! I i 

hv~ 1111 
~I 

I fi I ~ 

AlP 

,--- NADPH 

AlP Pir ~-t--------__ji>_ Pir 

t02 
NADPH 
AlP 

NADPH 
AlP 

+ 
NADP 
ADP 

J----------. 

3-PGA ..,¡--J--------+- 3-PGA NADPH V ATP 

~NADP+ 
ADP 

Triosa-P --1-1> Triosa-P ----+-1> Triosa-P 

F-6-P 
Gluc-S-P H 

I Sacarosa I 
I Almidón I 

Figura 2.1. Metabolismo C4 (tipo enzima NADp· -málico) presente en las hojas de 

maíz [adaptado de Leegood & Osrnond, 1990]. 
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Dos intercambios de metabolitos entre los dos tipos de células permiten el 

proceso. En primer lugar, un intercambio de malato y de piruvato permite proporcionar 

NADPH y CO2 al Ciclo de Calvin que se realiza en las células de la vaina vascular: El 

malato se mueve desde las células del mesófilo a los cloroplastos de las células de la 

vaina vascular donde es convertido en CO2, NADPH y piruvato por la enzima málica­

NADP+. El piruvato regresa al mesófilo donde es transformado en malato por una 

secuencia de reacciones que involucran su conversión a PEP por la piruvato fosfato 

dicinasa (PPDK) en los cloroplastos: la caíboxilación del PEP por la PEPe en el 

citosol y la reducción del oxalacetato a malato por la NADP+-malato deshidrogenasa 

en el cloroplasto. El CO2 liberado en las células de la vaina vascular es re-fijado por la 

ribulosa bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RUBISCO) produciendo dos moléculas de 

3-fosfoglicerato (3-PGA). Sólo una de estas moléculas puede ser reducida utilizando 

el NADPH transportado por el intercambio ma!ato/piruvato, por lo que se requiere un 

segundo intercambio entre la vaina vascular y el mesófilo: el 3-PGA no reducido en la 

vaina vascular se mueve a Jos cJoroplastos de! mesófilo donde es reducido para 

formar triosas fosfato. Al menos dos terceras partes de estas triosas fosfato retornan 

al Ciclo de Calvin en los cloroplastos de las células de la vaina vascular, mientras que 

la restante tercera parte se utiliza para la síntesis de sacarosa en el mesófilo 

[Leegood & Osmond, 1990]. 

Así, la concentración de metabolitos del Ciclo de Calvin (triosas fosfato y 3-PGA) Y 

del ciclo C4 (malato y PEP) aumenta como consecuencia de la inducción de la 

fotosíntesis por luz [Leegood, 1985; Sli! & Heldt, 1985a]. Estos cambios de 

concentración son importantes ya que el movimiento de metabolitos entre los dos 

tipos de células presentes en las plantas C4 , se dá por diferencias de concentración. 

El mayor gradiente de concentración entre los dos tipos de células fotos'rntéticas 

(células del mesófilo y de la vaina vascular) es el de malato, por lo cual una alta 

concentración de malato está presente en las células del mesófilo [Leegood & 

Osmond, 1990] y que se ha estimado puede ser del orden de 10 a 20 mM [Stitt & 

Heldt, 1985]. 
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Como puede verse [Figura 2.1., página 3], la PEPe realiza la fijación inicial del CO2 

atmosférico; por lo cual, la regulación de esta enzima permite la integración del ciclo 

C4 con el Ciclo de Calvin y con otras rutas biosintéticas. Dada la elevada 

concentración de malato, metabolito que inhibe la enzima PEPC como se describe en 

la sección 2.3.1, (de 20 a 40 mM) y la baja concentración de PEP (aproximadamente 

3 mM), presente en las células del mesófilo en los períodos de luz, la PEPC se 

encontraría totalmente inhibida en los períodos de luz [Leegood & Osmond, 1990J. 

Sin embargo, la actividad de la PEPe en la luz se ha explicado como consecuencia 

de la modulación positiva de la enzima por fosforilación y por regulación metabólica, 

como se detalla en la sección 2.3. 

2.2. Fosfoenoipiruvato carooxilasa de plantas C4 

Las PEPe de plantas se han clasificado en cuatro grupos [Ting & Osmond, 1973c]: 

1) PEPC de hojas de plantas C3 con una baja Km(PEP) y una baja actividad específica, 

2) PEPe de hojas de plantas C4 con una alta Km(PEP) y una actividad especifica 

elevada, 3) PEPC de hojas de plantas CAM con una baja Km(PEP) y una elevada 

actividad específica y 4) PEPC de tipo no autotrófico ó de tejidos no verdes con una 

Km(PEP) y actividad específica baja. Además, las diferentes isoformas de PEPe de 

plantas superiores se pueden agrupar en dos grandes categorías atendiendo a sus 

funciones [Toh et al., 1994]: i) PEPe de hojas de plantas C3 y de tejidos no 

fotosintéticos de todo tipo de plantas, que está involucrada en funciones anapleróticas 

como es el reabastecimiento de oxalacetato al ciclo del ácido cítrico para la síntesis 

de aminoácidos y porfirinas, y 2) PEPe de tejido fotosintético de plantas C4 y CAM, 

que está asociada a la fijación inicial en el proceso fotosintético de estas plantas 

[Hatch, 1987]. 

A la fecha existen varias revisiones bibliográficas sobre la enzima PEPe de plantas 

[O'Leary, 1982; O'Leary, 1983; Andreoet al., 1987; Deroche & Carrayol, 1988; Jiao & 

Choliel, 1991; Rajagopalan et al., 1994; Chollet et al., 1996]. A continuación se 

resume la información existente acerca de la enzima de hoja de plantas C4 que es 
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pertinente para enmarcar teóricamente el presente trabajo, con algunas referencias a 

las otras isoformas cuando es necesario. 

2.2.1. Reacción catalizada 

fosfato inorgánico [Bandurski el al., 1953; Bandurski & Greiner, 1953]. 

.3 _ PEPe - 2 - 2 
PEP ... HC0

3 
---~)!i» OAA ... HP04 

"'"2 Mg 

Esta reacción es altamente exergónica (LiGo = -7.2 Kcal/mol) y requiere un catión 

divalente que fisiológicamente parece ser el Mg2
+ [Bandurski, 1955; Tchen & 

Vennesland, 1955], aunque in vitro la enzima puede usar Mn2
+ ó Co2

+ [Miziorko et 

al., 1974; O'Leary, 1981; Nguyen ei al., 1988]. A diferencia de otras reacciones de 

carboxilación catalizadas enzimáticamente donde el substrato es bicarbonato, la 

reacción de PEPC no es dependiente de biotina [Cooper & Wood, 1971; Mukerji, 

1977]. 

2.2.2. Mecanismo quimico 

La reacción catalizada por la PEPC involucra la formación de la forma enólica de 

piruvato, la cual es estabilizada por el ión magnesio [Ausenhus & O' Leary, 1992]. El 

mecanismo químico de catálisis propuesto para esta enzima se ilustra a continuación: 

HC03 + -03 P-O 
I , 

CH2=e-eo; 

PEP 

H02C-O-PO-3 ... O HP04 + CO 2 ... 0-
> 

G ~====>"'" I 

CH 2=C-C02- CH 2=e-co; 

Carboxifosfato Enolato 

HPO-4 + CO 2 "'" O 
1I 

CHa-e-cO:; 

PIR 

6 

3% 97% 1 
HPO¡ ... O 

11 
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El primer paso de la reacción consiste en la transferencia del fosfato del PEP al 

bicarbonato para formar carboxifosfato y el ión enolato. Después, el carboxifosfato se 

descompone y forma CO2 y Pi. El CO 2 es el agente nucleafílico que ataca al enolala 

del piruvato generando el oxalacetato. Los dos primeros pasos de la reacción son 

reversibles. Además, se sabe que la reacción no es 100% eficiente, ya que a pH 7.8 Y 

en presencia de magnesio, aproximadamente el 3% del CO2 proveniente del 

carboxifosfaio se escapa de la enzima y el intermediario enólico forma piruvato 

espontáneaíllente (ChoHet et al., 1996]. 

2.2.3. Características moleculares 

La PEPC de hoja de maíz y de otras plantas C4 es un homotetrámero [Ting & 

Osmond, 1973b; Uedan & Sugiyama, 1976]. El monómero de la enzima de maíz tiene 

una masa molecular de 109408 Da según su cONA [Matsuoka & Minami, 1989], que 

es similar a la masa molecular aparente (109 kDa) de la enzima purificada en 

presencia del inhibidor de proteasas quimostatina [McNauhton et al., 1989]. 

Recientemente, se ha reportado la estructura cristalina del complejo del inhibidor 

aspartato con la PEPC de Escherichia coli [Kai et al., 1999]. Las cuatro subunidades 

del tetrámero están arregladas en forma de "dímero de dímeros". Cada subunidad 

posee un barril a/~, que está formado por 8 hojas plegadas ~ rodeadas por 40 

hélices a. 

Estudios de mutagénesis dirigida han indicado que los residuos His-138, His-579, 

Arg-587, Arg-581 y Arg-396 son esenciales para la actividad de la PEPC y que el 

residuo Lys-546 está involucrado en la unión del substrato bicarbonato, por lo cual se 

sugiere que el sitio activo se ubica cerca del extremo carboxilo del barril-~. El sitio de 

unión de aspartato se localiza a 20 A del sitio activo; cuatro residuos (Lys-773, Arg-

832, Arg-587 y Asn-881) están involucrados en la unión del inhibidor. Como la Arg-

587 es catalítica mente esencial y se encuentra en una asa rica en glicina altamente 

conservada en la escala evolutiva, se ha sugerido que aspartato causa inhibición por 

separación de este asa del sitio activo [Kai el al., 1999]. 
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En adición al sitio activo y al sitio alostérico de unión de ácidos dicarboxílicos como 

asparlato y malato, la enzima de hojas de maíz tiene otros dos sitios alostéricos, uno 

al que se unen hexosas y triosas fosfato [Tovar-Méndez el al., 1997] y otro al que se 

unen aminoácidos neutros [Bandarian el al., 1992]. En base a resultados obtenidos 

en estudios de modificación química se ha sugerido que el primero de estos dos sitios 

alostéricos, mejor conocido como sitio alostérico para Glc6P, posee residuos de 

histidina [Taghizadeh et al., 1991], de cisteína [Wedding el al., 1989], de lisina [Wu & 

Wedding, 1994; Tovar-Méndez et al., 1997J y de ácido aspártico ó glulámico 

[Maralihalli & Bhagwat, 1993] involucrados en la unión de sus ligandos. Por otra parte, 

no existe a la fecha ninguna información sobre la estructura del sitio alostérico para 

aminoácidos neutros. 

2.2.4. Propiedades cinéticas 

Esta sección se ha dividido en cinco apartados con el fin de resaltar las diferentes 

características cinéticas de la enzima. 

a) Saturación por substratos: La enzima de hojas de plantas C4 muestra 

cooperatividad homotrópica positiva en la cinética de saturación por PEP a pH 7 o 

cercanos a 7 rUedan & Sugiyama, 1976; Hayakawa et al., 1981; Rodríguez-Solres & 

Muñoz-Clares, 1986], y no muestra cooperatividad a valores de pH alrededor de 8 

rUedan & Sugiyama, 1976; Mukerji, 1977; Q'Lear)! et al., 1981; Ooncaster & 

Leegood, 1987]. 

La saturación de la PEPC de hoja de maíz por magnesio parece no presentar 

cooperatividad rUedan & Sugiyama, 1976; Nguyen el al., 1988], aunque también se 

ha encontrado cooperatividad negativa en la saturación por este metal de la enzima 

de hojas de maíz [Mukerji, 1977] y de Crassula argentea [Nguyen et al., 1988]. 

La saturación de la enzima de hojas de plantas C4 por bicarbonato ha sido 

reportada como no cooperativa rUedan & Sugiyama, 1976; Bauwe, 1986; Janoet al., 

1992; Oong el al., 1997], aunque un reporte reciente dice que si io es [Parvaihiet ai., 

1998]. 
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b) Mecanismo cinético: En la literatura hay dos propuestas diferentes para el 

mecanismo de unión de magnesio y de PEP al sitio activo de la PEPC de hoja de 

maíz. 

1.- Estudios cinéticos realizados con la forma no fosforilada de !a enzima, en [os 

que se consideraron las especies libres y el complejo de magnesio y PEP (MgPEP), 

indican que el complejo MgPEP es el verdadero substrato [Mukerji, 1977; Wedding et 

al., 1989; Rodríguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1990] y que PEP libre (fPEP) 

[Rodríguez-Sotres & lVluñoz-Clares, 1990] o magnesio libre (fjv'ig2+) [iViukerji, 1977] se 

comportan como activadores de la enzima de hoja de maíz. 

2.- A partir de estudios cinéticos realizados con la enzima no fosforilada y usando 

concentraciones totales de PEP y magnesio, se ha concluido que la unión de 

magnesio a la enzima precede la unión de PEP y de bicarbonato, y que la unión de 

estos es al azar, pero que el orden preferido es la unión de PEP seguida de la unión 

de bicarbonato [Janc el al., 1992]. 

e) Activación por PEP libre: La activación de la enzima de hoja de maíz por el 2-

dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato (MeCH2PEP), un análogo de PEP que tiene el 

carboxilo metilado y un fosfonato en lugar de fosfato, ha sugerido que la PEPC posee 

dos sitios a los que el PEP se une: el sitio activo y un sitio regulatorio, y que el 

ivieCH2PEP se une preferencialmente al sitio regulatorio [Jenkins et al., 1986]. Igual 

conclusión se alcanzó con el estudio de la cinética de activación de la enzima de 

maíz por otro análogo de PEP, el fenil fosfato [Rodriguez-Sotres & Muñoz-Clares, 

1990]. Adicionalmente, estudios de unión sugieren que PEP se une tanto al sitio 

activo como al sitio alostérico para el activador Glc6P [Rustin et al., 1988; Rustin el 

al., 1991]. A este respecto, se ha sugerido que aunque el sitio activo y este sitio 

alostérico parecen compartir numerosas características estructurales ya que unen los 

mismos ligandos, difieren en la forma del ligando que unen: mientras que el sitio 

activo une al complejo Mg-ligando, el sitio alostérico para Gic6P une la forma iibre del 

ligando [Mújica-Jiménez et al., 1998]. Esta diferencia es crucial para que los 

activadores, que se encuentran mayoritariamente en forma no acomplejada con el 
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magnesio in vivo, no inhiban a la enzima por competencia con el substrato por el sitio 

activo [Mújica-Jiménez el al., 1998]. 

2.3. REGULACiÓN DE LA PEPC DE PLANTAS C4 

La actividad de la enzima es regulada por ciertos metabolitos del medio intracelular 

y por modificación cava lente reversible (fosforilación). A continuación se describe 

dicha regulación, información que se resume en la tabla 2.1. [página 16]. 

2.3. 'i. Regulación por metabolitos 

Se han descrito tres tipos de metabolitos efectores de la actividad de PEPC. Estos 

metabolitos tienen efecto más pronunciado a valores de pH neutros. 

al Acidos dicarboxilicos como malato y aspartato son inhibidores de todas las 

PEPC estudiadas hasta el momento. En el caso de la enzima de maíz, el inhibidor de 

mayor relevancia fisiológica es malato [Huber & Edwards, 1975; Leegood & Osmond, 

1990]. Malato se comporta como un inhibidor competitivo en la saturación de la 

enzima por PEP a pH neutro [González et al., 1984] y aumenta la intensidad de la 

cooperatividad presente en la saturación de la enzima por PEP [Wu & Wedding, 

1985]. 

b) Azúcares fosforiiados como Glc6P activan la enzima de hojas de plantas C4 

[Coombs et al., 1973; Huber & Edwards, 1975; Uedan & Sugiyama, 1976; Marares & 

Leblová, 1980; Stiborová & Leblová, 1985] y CAM [Rusting el al., 1988; Wedding el 

al., 1989]. Su principal efecto es disminuir la Km para el substrato PEP y aumentar 

ligeramente la Vmax [Coombs el al., 1973; Huber & Edwards, 1975; Uedan & 

Sugiyama, 1976; Marares & Leblová, 1980; Stiborová & Leblová, i 985]. Además, la 

Glc6P elimina la cooperatividad de la cinética de saturación por el substrato PEP 

[Coombs et al., 1973; Uedan & Sugiyama, 1976]. Se ha reportado que a valores de 

pH de 7 o menores, la saturación por Glc6P es cooperativa, pero a valores de pH 8 o 

mayores no lo es [Stiborová & Leblová, 1985]. Otro factor que afecta la afinidad de la 

PEPC por Glc6P es el estado de saturación del sitio activo. Así, la enzima con el sitio 

activo saturado presenta una constante de activación aparente para Glc6P menor que 

en presencia de concentraciones de substrato subsaturantes [Duff el al., 1995]. 
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Triosas fosfato como la OHAP y el 3-PGA [Ooncaster & Leegood, 1987; Selioniti el 

al., 1985; Coombs el al., 1973; Wong & Oavies, 1973J y hexosas fosfato como 

manosa-6-fosfato y galactosa-6-fosfato [Bandarianet al., 1992; Ooncaster & Leegood, 

1987J activan a la enzima PEPC al unirse al mismo sitio que Glc6P [Tovar-Méndez el 

al., 1997J. 

e) Aminoácidos neutros activan exclusivamente a la PEPC de hoja de plantas C4 

monocotiledóneas [Nishikido & Takanashi, 1973J. Gly aumenta ligeramente la Vmax y 

disminuye en mucha mayor proporción la Km para el substmto PEP [Nishikido & 

Takanashi, 1973; Uedan & Sugiyama, 1976; Stiborová & Leblová, 1985J. Gly también 

reduce la Km para magnesio, pero no tiene un efecto significativo sobre la Km para 

bicarbonato [Gillinta & Grover, 1995]. La enzima puede ser activada también por Ala 

[Garson & Gray, 1991., Bandarian et al., 1992J y por Ser [Bandarian et al., 1992J, sin 

embargo, se ha encontrado que posee mayor afinidad por Gly que por los otros 

aminoácidos neutros [Bandarian et al., 1992]. 

2.3.2 Regulación por fosforilación 

La fosforilación de la enzima disminuye la So 5 para PEP, aunque la diferencia entre 

la forma no fosforilada y la fosforiJada es pequeña (dos veces) [Duff el al., 1995]. 

Algunos reportes indican que la fosforilación de la PEPC aumenta la Vmax [Ouff el al., 

1995]; aunque otros reportes sugieren que la fosforilación no conlleva a ningún 

aumento en este parámetro cinético [Karabourniotis el a/., 1983; Huber el al, 1986; 

Doncaster & Leegood, 1987; N'lmmo et al., 1987J. 

Por otra parte, la fosforilación de la PEPC produce una fuerte disminución (de 

hasta 10 veces) en la afinidad aparente de la PEPC por el inhibidor malato [Huber el 

al., 1986; Ooncaster & Leegood, 1987; Rodríguez-Sotres et al., 1987; Echevarria el 

al., 1994; Ouff el al., 1995J. Además, se ha reportado que la fosforilación de PEPC 

aumenta la afinidad aparente de la enzima por Glc6P [Ouffet al., 1995J y por Gly 

[Bak¡im el al., 1998], 

Se ha planteado un modelo para la regulación de la enzima por fosforilación­

defosforilación [Jiao & Chollet, 1991; Chollet el al., 1996J el cual propone que la 
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forma no fosforilada es menos activa, más sensible a inhibición por malato y menos 

sensible a activación por Glc6P, que la forma fosforilada. 

En todas las PEPC esta regulación se lleva a cabo por fosforilación y 

desfosforiiación del grupo hidroxilo de una Ser en el extremo amino terminal de la 

proteína, que es la Ser-15 en el caso de la PEPC de hoja de maíz [Jiao & Chollet, 

1989] y Ser-8 en el caso de la enzima de sorgo [Lepiniec et al., 1994]. La 

fosforilación también se ha documentado en la enzima tipo CAM [Nimmoet al., 1986; 

Nimmo el al.) 19871 y tipo C3 [Zhang et al., 1995; Düff & ChoHet, 1995]. 

En hojas de plantas C4 la fosforilación de la PEPC se induce por luz, de manera 

que la forma fosforilada está presente durante el día [Jiao et al., 1991; Jiao & Chollet, 

1991; Duff & Chollet, 1995]. La fosforilación y desfosforilación de PEPC son 

catalizadas respectivamente por la PEPC-cinasa [Carter et aJ., 1991; Jiao et al., 

1991; Jiao & Chollet, 1991] y una proteína fosfatasa tipo A2 [Carteret al., 1990; 

McNaughton et aJ., 1991]. 

El mecanismo por el cual se regula la PEPC-cinasa en hojas de plantas C4 aún no 

se conoce en detalle, aunque se ha propuesto que el 3-PGA (originado en el Ciclo de 

Calvin en las células de la vaina vascular) al entrar al citoso! de las células del 

mesófilo es parcialmente protonado a su forma dianiónica, y que luego entra al 

c!oroplasto. Dicha protonación incrementa ei pH del citosol en las células del mesófilo. 

Este cambio de pH, asociado con un subsecuente aumento en la concentración 

citosólica del ión calcio (que se presume proviene de la vacuo la) puede causar un 

incremento en la síntesis de la PEPC-cinasa y así, aumentar la actividad de la PEPC­

cinasa; que finalmente, se traduce en la fosforilación de la PEPC [Giglioli-Guivarc' h 

et al., 1996]. 

2,3.3. La modulación de la PEPe durante los periodos de luz 

Como se mencionó anteriormente, la actividad de la PEPC bajo las condiciones 

prevaiecientes en los períodos de luz (bajas concentraciones de PEP y altas 

concentraciones de malato) se ha explicado como consecuencia de la modulación 

positiva de la enzima por fosforilación y por regulación metabólica 
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Se considera que la activación por triosas fosfato y hexosas fosfato es un medio de 

contrarrestar la inhibición inducida por malato. Se ha sugerido que esta activación 

determina la respuesta de la PEPC al suplemento de 3-PGA durante la fotosintesis, 

desde el Ciclo de Calvin a las células del mesófilo [Leegood & Osmond, 1990]. A este 

respecto, se ha estimado que en las células del mesofilo durante períodos de luz 

puede tener una concentración de 2-3 mM de Glc6P y de hasta 10 mM de triosas 

fosfato [Stitt & Heldt, 1985b]. 

También, se ha sugerido que la activación por aminoácidos neutros como Gly 

puede ser un medio fisiológico para contrarrestar la inhibición por malato [Bandarian 

et al., 1992; Gillinta & Grover, 1995; Gao & Woo, 1996]. A este respecto, Gly puede 

actuar como una señal del metabolismo de fotorrespiración de las células de la vaina 

vascular [Bandarian et al., 1992; Gillinta & Grover, 1995], de manera que la 

activación de la PEPC por Gly sería un medio para minimizar la fotorrespiración en 

las células de la vaina vascular. Sin embargo, ia concentración estimada de Gly en 

las células del mesófiio durante los periodos de luz en muy baja (2-3 mM) [Weiner & 

Heldt, 1992]. 

Finalmente, se considera a la fosforilación de la enzima como un proceso 

fundamental ya que al disminuir su sensibilidad frente a la inhibición por malato, 

favorece la actividad durante los períodos de luz [Leegood & Osmond, 1990; Chollet 

et al., 1996]. Sin embargo, se ha sugerido que la fosforilación por si no es suficiente 

para permitir la actividad de la enzima durante los períodos de luz [Bakrim el al., 

1993; Gao & Woo, 1996]. 

Se ha reportado que Glc6P y Gly contrarrestan la inhibición por malato en forma 

sinérgica [Gillinta & Grover, 1995], aunque Gly es más efectivo que Glc6P en 

contrarrestar dicha inhibición [Gao & Woo, 1996]. En adición, Gly aumenta la afinidad 

de la enzima por Glc6P [Gillinta & Grover, 1995] y viceversa [Mújica-Jiménez et al., 

1998]. La fosforilación de la PEPC también actúa de manera sinérgica con ambos 

tipos de activadores de la enzima contrarrestando la inhibición de la PEPC por malato 

[Gao & Woo, 1996; 8akrim et al., 1998], por lo que se ha sugerido que la actividad de 

la PEPC y, así, la fijación atmosférica del CO2 es el resultado del balance entre la 

13 



regulación positiva (activación por triosas fosfato, Glc6P y aminoácidos neutros como 

Gly), la regulación negativa (inhibición por malato) y la fosforilación, que refuerza el 

efecto de los efectores positivos [Bakrim et al., 1998]. 

2.3.4~ Mecanismo de regulación 3~ostér¡ca 

Como se ha mencionado anteriormente, la PEPC de hoja de plantas C4 es una 

enzima alostérica que a valores de pH cercanos a la neutralidad presenta efectos 

homotrópicos y heterotrópicos. El mecanismo subyacente a estos efectos no ha sido 

bien establecido. Sin embargo, se han propuesto los siguientes modelos: 

a) Modelo de asociación-disociación oligomérica [Podestá & Andreo, 1989; 

WiJleford et al., 1990]. Este modelo plantea que la enzima PEPC de maíz puede ser 

regulada in vivo vía un equilibrio dímero-tetrámero, donde la forma tetramérica sería 

la forma totalmente activa y con la mayor afinidad por el substrato, siendo el dímero 

mucho menos activo o inactivo y el monómero totalmente inactivo. El modelo es 

apoyado por las siguientes observaciones: (1) la enzima diluida a pH 7 Y a 

concentraciones menores de 0.1 mglml es una mezcla de dímeros y tetrámeros 

[Podestá & Andreo, 1989], (2) El substrato PEP desplaza el equilibrio hacia la forma 

tetramérica [WiIJeford et al., 1990], lo cual expiicaría ia cooperatividad positiva 

observada en las cinéticas de saturación por PEPo (3) El activador Glc6P también 

favorece la forma tetramérica [Wiileford & Wedding, 1992], lo que explicaría la 

ausencia de cooperatividad positiva y el aumento de la afinidad por PEP en la 

presencia de Glc6P. (4) El inhibidor malato, que favorece la disociación del tetrámero 

en dimero [Willeford et al., 1990], tiene efectos contrarios a Glc6P, disminuye la 

afinidad por el substrato y aumenta la cooperatividad positiva por el substrato. (5) 

Glicerol al 20% (v/v) elimina la cooperatividad positiva de la enzima en la cinética de 

saturación por PEP, lo que concuerda con que la enzima diluida en la presencia de 

estas altas concentraciones de glicerol se encuentra principalmente en forma 

tetramérica [Podesiá & Andreo, 1989]. 
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b) Mecanismo concertado de transición alostérica. Jawali (1990) ha sugerido 

que en presencia de iones magnesio la enzima (formando un complejo con magnesio) 

se encuentra en una forma relajada (R) y que ésta se transforma en la forma tensa 

(T) cuando PEP se une a la enzima, en un proceso reversible. La forma R de ia 

enzima tiene una menor afinidad por los substratos. El autor se basa en las siguientes 

observaciones hechas a pH 7: (1) la cinética de unión del ion magnesio a la enzima 

libre es hiperbólica y cambia a una cinética con cooperativad positiva en la presencia 

de 2-fosfogiicerato (un análogo de PEP) y (2) la cinéiica de estado estacionario para 

el ión magnesio tiene cooperatividad positiva y cambia a hiperbólica en la presencia 

de 2-fosfoglicerato. 

Recientemente, Frank et aJ. (1999) proponen que en presencia de iones magnesio 

la PEPe existe en dos formas I y 11, con diferentes afinidades por PEPo La forma I es 

la conformación con baja afinidad por PEP, y la forma 11 en la conformación con 

mayor afinidad por PEPo Ambas formas están en equilibrio y la unión de PEP a la 

forma 11 puede modificar el equiiibrio favoreciendo la forma 11. Estos autores se basan 

en que el cambio en la fluorescencia extrínseca de la enzima, medido por mezclado 

rápido, inducido por la unión de PEP en la presencia de iones magnesio presenta dos 

tiempos de relajación. Un tiempo de relajación rápido asociado al proceso de unión de 

PEP y un tiempo de relajación lento atribuido. al proceso de isomerización entre las 

formas I y 11. 
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Tabla 2.1. Resumen del efecto de metabolitos y de la fosforilación de la PEPC sobre 

las propiedades cinéticas regulación de la PEPC de plantas C4 . 

Ácidos dicarboxílicos como malato, inhiben !a enzima disminuyendo la afinidad por 

PEP [González et al., 1984] y aumentando la intensidad de la cooperatividad 

presente en la saturación de la enzima por PEP [WU & Wedding, 1985]. 

Azúcares fosforilados como Glc6P, activan la enzima aumentando !a afinidad por 

PEP, aumentan ligeramente la Vmax[Coombs el al., 1973; Huber & Edwards, 

1975; Uedan & Sugiyama, 1976] y eliminan la cooperatividad presente en la 

saturación de la enzima por PEP [Coombs el al., 1973; Uedan & Sugiyama, 

1976]. Además, los azúcares fosforilados disminuyen la inhibición de la enzima 

por malato [Leegood & Osmond, 1990], y aumentan la afinidad de la enzima por 

Giy [Mújica-Jiménez el al., 1998]. 

Aminoácidos neutros como Gly, activan la enzima aumentando la afinidad por PEP, 

aumentan ligeramente la Vmax [Nishikido & Takanashi, 1973; Uedan & 

Sugiyama, 1976; Stiborová & Leblová, 1985] y también aumentan la afinidad de 

la enzima por magnesio [Gillinta & Grover, 1995]. Además, los aminoácidos 

neutros disminuyen la inhibición de la enzima por malato [Leegood & Osmond, 

1990], y aumentan la afinidad de la enzima por Glc6P [Mújica-Jiménez el al., 

1998]. 

La fosforilación de la PEPC aumenta la afinidad de la enzima por PEP [Duffel al., 

1995] y disminuye la afinidad de los ácidos dicarboxílicos (malato) [Huberet al., 

1986; Doncaster & Leegood, 1987; Rodríguez-Sotres et al., 1987; Echevarria el 

al., 1994; Duff el al., 1998]. La fosforilación aumenta la Vmax de la enzima [Duff 

el al., 1995] aunque hay reportes que no soportan este efecto [Karabourniotis el 

al., 1983; Huber el al., 1986; Doncaster & Leegood, 1987; Nimmo el al., 1987]. 

Además la fosforiiación aumenta ia afinidad aparente de la enzima por Glc6P 

[Duff el al., 1995] y por Gly [Bakrim el al., 1998]. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Gran parte de los estudios cinéticos sobre PEPC reportados hasta la fecha han 

sido realizados usando enzima purificada en condiciones en las que se proteoliza el 

extremo NH2-terminal [McNaugthon et al., 1989; Ausenhus & O'Leary, 1992; Wang 

et al., 1992], que incluye al sitio de fosforilación [Jiao & Chollet, 1989; Lepiniec el al., 

1994]. Dicha proteólisis disminuye la sensibilidad de PEPC frente a la inhibición por 

malato [Ausenhus & O'Leary, 1992, Wang et al., 1992] y probablemente aumente la 

sensibilidad frente a activación por Glc6P y por G!y [Qun & Jiao-nai, 1988]. Por ello, 

los resultados obtenidos con PEPC sin el extremo NH2-terminal no necesariamente 

reflejan las características cinéticas y alostéricas de la PEPC nativa. 

Además, aspectos importantes de la PEPC como el mecanismo cinético, la 

importancia del proceso de asociación-disociación en la regulación alostérica y el 

papel de los factores que modifican la actividad de la enzima a la concentración de 

substratos cercana a la fisiológica, no han sido bien establecidos. Por lo que nos 

propusimos en este trabajo hacer un estudio a profundidad de estos aspectos de la 

enzima PEPC de hoja de maíz. 

HIPÓTESIS 

Si las propiedades alostéricas de la PEPe nativa de hoja de maíz descritas en 

estudios cinéticos de estado estacionario no dependen exclusivamente del estado de 

agregación de la enzima, entonces, la forma tetramérica de la PEPC poseerá 

propiedades, tanto homotrópicas como heterotrópicas. 
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4. OBJETIVOS 

Objetivo General 

Establecer el mecanismo cinético y la regulación alostérica de la PEPe de hojas de 

maíz (Zea mays) en condiciones cercanas a las presentes in vil/o. 

Objetivos Particulares 

1. Determinar las propiedades alostéricas homotrópicas y heterotrópicas de la forma 

tetramérica de la enzima. Para ello: 

1.1. Establecer la relación concentración-estado oligomérico de la enzima. 

1.2. Determinar la cinética de inactivación de la PEPe usando concentraciones de 

enzima similares a las usadas en los estudios cinéticos, en ausencia y presencia 

de malato 

1.3. Caracterizar la unión de los ligandos del sitio activo a la forma tetrámerica de la 

enzima. 

1.4. Caracterizar la unión de Glc6P a la forma tetramérica de la enzima. 

1.5. Evaluar el efecto que otros ligandos de la enzima y cosolutos como glicerol y 

PEG tienen sobre la unión de ligandos del sitio activo y del sitio alostérico de 

Glc6P. 

2. Establecer la (s) especie(s) de magnesio y de PEP que reconoce(n) el sitio activo 

de la PEPe e investigar el posible papel regulador de las formas libres. Para ello: 

2.1. Determinar la cinética de la saturación de la enzima por fMg2
+ y fPEP en un 

rango de concentración cercano al fisiológico (de 0.25 a 4 mM) y a concentración 

de bicarbonato saturante. 

2.2. Determinar los efectos del pH (7.3 Y 8.3) sobre la activación alostérica por Glc6P, 

por Gly y por la fosforilación de la enzima sobre la cinética de la saturación 

indicada en el objetivo 1.1. 

3. Establecer las características cinéticas de la enzima en la presencia de [as 

concentraciones de substratos y protones estimadas en e[ citoso[ de células del 

mesófilo de maíz. Para el[o: 
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3.1. Determinar los parámetros cinéticos de la saturación de la enzima por 

fosfoenolpiruvato a pH 7.3. fMg2
+ 0.4 mM y bicarbonato 0.1 mM. 

3.2. Determinar los parámetros cinéticos de la saturación de la enzima por los 

efectores alostéricos Glc6P, Gly y malato, y evaluar sus interacciones, en las 

condiciones indicadas en el objetivo 3.1., a concentraciones fisiológicas de PEP. 

3.3. Determinar el efecto de la fosforilación de la enzima sobre los puntos indicados 

en los objetivos 3.1. y 3.2. 

3.4. Comparar las características cinéticas de la enzima determinadas a 

concentración fisiológica de fMg2
+ y bicarbonato, con las características cinéticas 

de la enzima determinadas a altas concentraciones de fMg2
+ y bicarbonato. 

3.5. Estimar el grado de respuesta de la PEPe a los cambios en la concentración de 

substratos y de sus posibles reguladores alostéricos y al cambio en su grado de 

fosforilación que tienen lugar in vivo durante el ciclo noche-día. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1. Reactivos 

PEP, NAOH, málico deshidrogenasa de corazón de cerdo, PEG (peso molecular de 

6000), OTT, Glc6P, fosfoglicolato. HEPES, malato y PLP se adquirieron de Sigma 

Chemical Co, el de EDTA de Merck, el NaBH3CN de Aldrich, y el glicerol de 

Maliinckrodt, Inc. Todos los otros reactivos empleados fueron de grado analítico y se 

adquirieron de los proveedores habituales. 

5.2. PEPe 

En el presente trabajo se utilizó PEPC no fosforilada (forma de obscuridad) 

extraída y purificada por el método descrito por Tovar-Méndez et al. (1997). La 

enzima así purificada tenía una pureza mayor al 99 % de acuerdo a un SOS-PAGE 

[Laemli, 1970] teflido con plata [Wray et al., 1981]. Su actividad específica era de 33 

unidades ().lmoles/min) por mg de proteína determinada en el amortiguador de ensayo 

a pH 7.3, en presencia de PEP 5 mM y de Mg2
+ 10 mM. 

El/50 para malato de la enzima fue de 0.18 mM (determinado en HEPES 100 mM, 

pH 7.3, EOTA 0.1 mM, PEP 2.5 mM y MgCI2 5 mM) y su valor no disminuyó después 

de incubación exhaustiva con fosfatasa alcalina. Además, la incubación de la enzima 

con proteína cinasa A según Wang et al. (1992), incrementó el/50 para malato a 1.54 

mM. En conjunto, estos datos nos indicaron que la enzima PEPC utilizada estaba 

completa (no proteolizada) y que no estaba fosforilada, de acuerdo con lo reportado 

por Wang el al. (1992) y por Ouff el al. (1995). 

La enzima en la preparación usada en todos los experimentos era tetramérica, lo 

que se determinó por cromatografía de exclusión molecular en Superosa 6/HR 

(conectada a un sistema de HPLC Waters), que es el último paso del proceso de 

purificación [Tovar-Méndez et al., 1997]. 

La cantidad de proteína se determinó por el método de Bradford (1976). 

5.3. Determinación de la actividad PEPe 

La actividad PEPC se midió espectrofotométricamente mediante un ensayo 

acoplado, usando malato deshidrogenasa, y siguiendo la oxidación del NADH a 340 
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nm en un volumen final de 0.5 mi con un espectrofotómetro Beckman DU-7500 

equipado con un programa cinético. La temperatura del medio de reacción se 

mantuvo a 30 ± 0.1 oC con un equipo de circulación de agua con temperatura 

controlada. El amortiguador de actividad utilizado en los experimentos mostrados en 

la sección de resultados 6.1. consistió en trietanolamina-HCI 100 mM (pH 7.3) 

conteniendo EDTA 1 mM, NADH 0.2 mM, NaHC03 10 mM, 4 unidades de malato 

deshidrogenasa y las concentraciones de MgCI2 y de PEP indicadas en cada caso. 

En los experimentos mostrados en los Artículos el amortiguador fue como se indica 

en la respectiva sección de cada artículo. El ensayo acoplado fue el siguiente: 

- 3 - PEPC - 2 - 2 
PEP + HC03 

---..¡¡ ..... OAA + HP0
4 

Mg+2 

- 2 + 
OAA + NADH + H 

MOH _ 2 + 
---~)O ... Malato + NAO 

En !os experimentos en los que se contíoló la concentración de especies ¡¡bres y 

de los complejo Mg-ligando, la cantidad de magnesio total y de ligando total se 

calcu ló utilizando el programa de cómputo descrito por Rodríguez-Solres (1990). 

5.4. Determinación de la cinética de ¡nactivación de la PEPe por dilución 

La PEPC tetramérica pura con una concentración de 2.5¡.tM (equivalente a 1 mg 

de proteína/mi) fue diluida a una concentración del tetrámero de 50 nM (equivalente a 

20 ¡.tg/ml) en amortiguador de actividad a pH 7.3 en ausencia de substratos. Estas 

muestras se incubaron a 30 oC y, a diferentes tiempos después de la dilución, la 

actividad se disparó con la adición de MgCI2 y PEP, a una concentración final 

respectiva de 5 y 10mM 

5.5. Relación entre la concentración y la actividad de la PEPe 

La PEPC tetramérica pura (con una concentración de 1 mg de proteina/ml) se 

diluyó a diferentes concentraciones en amortiguador de actividad a pH 7.3 en 

ausencia de substratos y conteniendo DTT 5 mM. Después de 8 horas de incubación 

a 30 oC, se tomó una alícuota conteniendo 10)1g de proteína, para medir la actividad 
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especifica de la enzima de cada una de las diluciones. La actividad se midió en 

amortiguador de actividad a pH 7.3 conteniendo MgCI2 5 mM y PEP 10 mM. 

5.6. Determinación de la unión de ligandos del sitio activo y del sitio alostérico 

para G!c6P 

La modificación química reversible, de la PEPC con PLP provoca su inactivación e 

insensibilización a activación por Glc6P [Tovar-Méndezet al., ~9971. Para determinar 

la unión de ligandos del sitio activo y de! sitio alostérico para Glc6P, nosotros 

utilizamos la protección ofrecida por ligandos del sitio activo frente a la inactivación y 

la protección ofrecida por Glc6P frente a insensibiliza ció n a activación por Glc6P y por 

PEPo 

Reacción de la PEPe con PlP: Se utilizó siempre una solución de PLP recién 

preparada en amortiguador de modificación (trietanolamina-HCI 50 mM, pH 7.3, 

EDTA 1 mM y DTT 5 mM). La concentración de PLP en esta solución se determinó a 

388 nm usando el valor 4900 M,1 cm,1 como coeficiente de extinción molar [Blackburn 

& Schachman, 1976]. La PEPC tetramérica disuelta en el amortiguador de 

modificación (sin ó con PEG 6 % (p/v) ó con glicerol 20 % (v/v)) se incubó con PLP a 

22 oC en ausencia o presencia de los íigandos ind'lcados en cada experimento. Las 

incubaciones se realizaron en tubos cubiertos con papel aluminio para protegerlas de 

la luz. Después de 2 hr de incubación, tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio de 

la inactivación y de la insensibilización a activación por Glc6P de la enzima, por 

modificación con PLP [Tovar-Méndez et al., 1997], se tomaron alícuotas de 5)l1 Y se 

determinó la actividad enzimática en amortiguador de actividad a pH 7.3, conteniendo 

MgCI2 5 mM y PEP 1 mM en presencia y en ausencía de Glc6P 10 mM. Nosotros 

definimos la sensibilidad a Glc6P como: (va-vo)/ va' donde va y va son la actividad 

enzimática en presencia y en ausencia de Glc6P, respectivamente. La dilución de la 

alícuota en la cubeta de reacción (100 veces) evita la reacción posterior del PLP con 

la PEPe. Ninguno de los compuestos presentes en la incubación afectaron la 

estab'¡J'ldad del PLP bajo nuestras condíciones experimentales. 
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Determinación de unión de ligandos: La unión del ligando se determinó 

considerando el efecto inducido por la presencia del ligando (expresado en 

porcentaje), en la inactivación o en la insensibilización a activación por Glc6P de la 

PEPe, sobre el equilibrio de la modificación de la PEPe con PLP. Los datos 

mostrados en la sección de resultados 6.1 se anaiizaron con las siguientes 

ecuaciones: 

AA -' A " ,h I (' h .. oh) 
o eq - c."'eq max lLJ LO.5 + lLJ 

¿l.Seq '" ¿l,Seq max [L]''' f (Lo Sh + [L¡h) 

donde !J.Aeq Y !J.Seq son la actividad y la sensibilidad a activación por Glc6P de la 

PEPe respectivamente, en el equilibrio de la modificación de la PEPe con PLP, 

!J.Aeq max y ilSeq max son los respectivos valores máximos cuando la enzima esta 

saturada con el ligando, [L] es la concentración de ligando,Lo5 es la concentración de 

ligando que dá la mitad del !J.Aeq max Ó delllSeq mex' y h es en número de Hil!. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Caracterización de las propiedades alostéricas de la forma teíramérica de la 

PEPC de hoja de maíz 

Esta sección incluye resultados no pubiicados, así como resultados publicados en 

una memoria en extenso de un congreso internacional. 

6. i .1. Efecto de la diiución sobre la actividad de ~a PEPe 

Se conoce que la enzima PEPC de hoja de maíz es un homotelrámero que se 

disocia cuando se diluye en ausencia de magnesio y de PEP [Selenio!i et al., 1987; 

Podestá & Andreo, 1989]. La disociación del tetrámero provoca la pérdida de la 

actividad enzimática, ya que el monómero es inactivo y el dímero es inactivo o 

parcialmente activo rUedan & Sugiyama, i 976; Mares & Leblová, 1980; Wu & 

Wedding, 1985]. 

Nosotros encontramos que la inactivación de la PEPC tetramérica por dilución 

sigue una cinética de primer orden con un tiempo medio de 190 minutos, y una 

constante de ¡nactivación de 0.00354 minutos-1
. En presencia de malato 20 mM, el 

tiempo medio de inactivación es de 30 minutos y la constante de inactivación es de 

0.02314 minutos-1
. Estos resultados en conjunto nos indican que la disociación de la 

PEPC tetramérica bajo nuestras condiciones de ensayo de actividad en el tiempo de 

reacción (0.5 minutos) es despreciable, tanto en ausencia (menos del 1%) como en 

presencia de malato 20 mM (1.1 %). Por lo que los resultados obtenidos en los 

estudios cinéticos de velocidad inicial son atribuibles a la forma tetramérica de la 

PEPC de hoja de maíz. 

Los estudios de unión se realizan en tiempos mucho mayores de 0.5 minutos, por 

lo cual, [os estudios de unión de ligandos de la PEPC requerían establecer la 

concentración mínima en que la enzima se encuentra principalmente como tetrámero. 

Para ello procedimos a determinar la relación entre la concentración y la actividad de 

la PEPC, después de incubar la enzima a diferentes concentraciones por 8 horas 

para permitir que se alcanzara el equilibrio de la disociación del tetrámero. Los 

resultados se muestran en la figura 6.1. [página 25]. Como se puede observar, la 
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actividad específica de la enzima permaneció constante a concentraciones iguales ó 

superiores a 0.625 ¡.tM del tetrámero (equivalente a 0.25 mg de proteína/mi), lo que 

sugiere que la PEPC se encuentra principalmente como tetrámero a concentraciones 

iguales o superiores a 0.625 ¡.tM. A partir de los datos de la figura 61. se calculó una 

Kd del equilibrio tetrámero-(2)dímero de 0.045 ¡.tM de tetrámero (equivalente a 0.018 

mg de proteína/mI), considerando que, a pH 7, el tetrámero de la PEPe se disocia a 

dímero sin posterior disociación a monómero [Wagner et al., 1987; Podestá & 

Andreo, 1989l. Así. la concentración en la que la PEPC es principalmente tetrámero, 

es tres ordenes de magnitud inferior a la concentración de PEPC que se estima existe 

in vivo en plantas C4 (15 mg de PEPC/ml que correponde a 37.5¡.tM del tetrámero) 

[Jiao & Chollet, 1991]. 
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Figura 6.1. Relación entre la actividad y la concentración de la PEPC. La enzima 

tetramérica fue diluida e incubada por 8 horas a 30 oC y, posteriormente, se 

determinó la actividad en amotiguador de actividad (pH 7.3) conteniendo MgCI2 10 

mM y PEP 10 mM, a cada una de las diluciones. La linea es el ajuste a una hipérbola 

rectangular. 
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Considerando lo anteriormente expuesto, los estudios de unión se realizaron con una 

concentración de 0.5 mg de PEPC/ml, para asegurar que la enzima se encontrara 

mayoritariamente como tetrámero. 

6.1.2. Unión de ligandos de! sitio activo y de! sitio aiostérico activador para 

Glc6P a la PEPC tetramérica 

6.1.2.1 Proccedings of the Xth International Photosynthesis Congress: 

Binding of ligands to the glucose-6-phosphate allosteric site in maize-Ieaf 

phosphoenolpyruvate carboxylase (In: P. Mathis (Ed.), Photosynthesis: from light to 

biosphere, Vol. V, Kluwer, Dordrecht, 1995, pp. 155-158). 
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BINDING OY LIGA1\DS TO THE GLUCOSE-6-PHOSPHATE ALLOSTERIC 
SlTE IN l\IAIZE-LEAF PHOSPHOE;>iOLPYRUVATE CARBOXYLASE 

A. Tovar-Méndez, H. Yampara-Iquise, C. Mújica-Jiménez & R. A. Muñoz­
CIares. Department of Biochemistry, Faculty of Chemistry, UNAM. 04510 
Mexico City, Mexico. 

1. Introduction 

Phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.3 1) from C4 plants is allosterically 
activated by glucose 6-phosphate (Glc6P) (1). In addition to these heterotropic effects, 
at pH values close to the neutralit)' the enzyme exhibits positive homotropic 
cooperativity, which is abolished by the activator Glc6P (2). At present, little is known 
about the fuIl relationship between binding and observed steady-state kinetics. In an 
effort to further the understanding of the mechanisms of regulation of the activity of 
C4-PEPC, \ve have now measured the binding ofhomotropic and heterotropic effectors 
to the active and Glc6P aIlosteric sites of the nonphosphorylated form of maize-Ieaf 
PEPe. 
It is known that treatment with pyridoxal 5' -phosphate (PLP), a specific reagent for 
lysine, inactivates the PEPC from maize leaves (3,4). Recently, lysyl residues have 
been implicated in the response to Glc6P of the CrasslIla (5,6) and of the maize-Ieaf 
enzymes (7,8). \Ve took advantage of the protection provided by ligands against 
inactivation (3,4) and desensitization to Glc6P (7) by PLP to measure the binding to the 
acüve aná aiiosteric sites, and to elucidate the factors that modulate this binding. 

2.l\Iaterials and Methods 

2.1. PEPC Extrae/ion and PlIrifieation- The enzyme was extracted afier a 4 h dark­
period and purified as described elsewhere (C. Mújica-Jiménez and R.A. Muñoz-

. CIares, manuscript in preparation). The enzyme was more than 99% homogeneous by 
lhe criterion of SDS-PAGE and silver staining, and has a specific activity of 33 U/mg 
protein. The sensitivity to malate of this enzyme preparation \Vas the expected for the 
nonphosphorylated form of ¡he enzyme (9), and no decreases in Ki(malate) \Vere 
observed afier exhaustive incubation with ali':aline phosphatase. 

2.2. PEPC Assa,Y- PEP carboxylase activity \Vas measured spectrophotometrically at pH 
7.3 and 30 oc in a coupled enzyme assay using malate and lactate deshidrogenase, as 
described (10). \Ve defined the Glc6P sensitivity as the percentage of activation ofthe 
enzyme by 10 mM Glc6P when 1 m~¡ total PEP and 5 mM total Mg2- \Vere used in the 
assay. 

2.3. Reaclion 01 PEPC with PLP- Incubation of the enzyme (0.5 mg/ml) with freshly 
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prepared PLP was carried out at 22 oC in triethanolamine-CIH, pH 7,3,1 mM EDTA, 5 
mM DTT and 6% (w:v) polyetnylene glycol 6000, in the absence or presence of the 
indicated ligands, lncubation mixtures were protected from light with metal foil. Al 
specified intervals after the addition of PLP, 5 ml-aliquots of the incubation mixture 
were withdrawn and immediateiy assayed for catalytic activity and sensitivity lO Gle6P, 
Recovery of the activity or sensitivity to Glc6P upon dilution in the assay medium was 
negligible in the time taken for the assays, 

2.4. Data Analysis. Chemical-modification data were analyzed using cornmercíal 
nonlinear-regression-analysis computer programs, Pseudo-first-order ana!ysis of time 
courses of inactivation or desensitization \Vere performed using the equation for a first­
arder reversible reaction. Protection data, i.e" remaining activitics or sensitivities at 
equilibrium obtained in the presence of ligands, \Vere fitted to the Hil! or the 
rectangular hyperbola equations, after subtracting the remaining activity or sensitivity 
obtained in the absence of ligands for each experiment. 

3. Results and Discussion 

3.1. EJJect of PLP on Activity and Sensitivity 10 Glc6P of l'v/aize-Leaf PEPC- After 
incubation of lhe purified enzyme with PLP, there is a time dependent, reversible loss 
of activity or Glc6P activation. The two processes are not related, since desensitization 
is a much faster process than inactivalÍon and it is still observed when inactivation is 
prevented by saturation of the active site. 

3.2, Protection of Maize-Leaf PEPC against Desensitizalion lO Glc6P by PLP- Loss of 
activation by Glc6P caused by incubation of the enzyme with PLP is prevented by 
Glc6P itself, being the initial rate of desensitization and the equilibrium point 
dependent on (he cancentration af Glc6P in the incubation medium. On the cantrary, 
Glc6P accelerates the inactivation process. These results suggest (hat the modified lysyl 
residue involved in (he response to Glc6P is at or near the Glc6P binding site, and that 
the conformational changes elicited by (he binding of Glc6P expose the Iysyl residue of 
the active site. Interestingly, the contrary is troe in the case of the substrate Mg-PEP, 
",hieh protects ,he enzyme from inactivation while accelerates the desensitization 
process. This is consistent with the increases in the affinity of the enzyme for the 
substrate in the presence of Glc6P (2) and (he increases in the affinily of Glc6P at 
saturating concentrations of substrate (9) found in kinetic studies, 

3.3. Binding of Ligands lO ¡he Aclive and Glc6P Allosleric Siles 01 Maize-Leaf PEPC­
\Ve took advantage ofthe protection against inactivation and desensitization offered by 
the substrate and by Glc6P, respectively, to study the binding of these compounds to 
the enzyme. Thus, by measuring the remaining activities and sensitivities at equilibrium 
after incubation of the enzyme \\ith a fixed [PLPl at several different ligand 
concentrations, we determined: (i) dissociation constant values for PEP, Mg-PEP and 
Glc6P from their respective complexes with the enzyme, and (ii) the shape of the 
corresponding saturation curves. The results are summarized in TabIe 1. As can be see, 
in ¡he absence of Glc6P, binding of PEP and Mg-PEP to the active site is cooperative, 
while in the presence of 10 mM Glc6P, the binding of the substrate is hyperbolic and 
the dissociation constant, measured as LO.5, decreases more than 60-times. On the other 
hand, (he binding of Glc6P 10 (he free enzyme is highly cooperative, while (he binding 
is hyperbolic and the LO,5 is 3-times lower when the active site is saturated by Mg-PEP. 
These results are in full agreement with those obtained in initial velocity studies (2,9), 
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The free species PEP and Mg"~ have different effects on ¡he binding of Glc6P: while 
the fonner increases the affinity without modifying the cooperativity, the latter 
disminishes the cooperativity and increases the affinity in a similar extent. Two other 
allosteric effectors of the enzyme, the inhibitior malate and the activator glycine, have 
no significant effects Oil the binding oí GlcóP to the allosteric slte. 

Table L Binding parameters of PEPe ligands measured by prolecliol1 againsl 
ir1Gctivation and desensitization fO Glc6P by P LP a. 

Ligand 

ACTIVE SlTE 
PEP 
Mo-PEpb 
Mg-PEP, 1 ° mM Glc6P 
Mg-PEP (20 % glycerol)d 
Mg-PEP (wi¡hout cosolute)d 

ALLOSTERIC SITE 
Glc6P 
Glc6P, 4 mM Mg-PEP 
(5 mM free PEP, 
4.4 mM free Mg2+) 

Glc6P, 3 mM PEP 
Glc6P, 10 mM lvlgCI2 
Glc6P, 5 mM malate 
Glc6P, 10 mM glycine 
Glc6P (20% glycerol)d 
G1c6P (without cosolute)d 

Los 
(mM) 

5,33 ± 0,32 
0.45'" 0,03 
0,007 ± 0,001 
0,089 ± 0,014 
0,51 ± 0,03 

4,71 ± 0.16 

1.48 ± 0.]8 
1.79 ± 0.11 
3.64 ± 0.27 
3.66 ± 0.17 
5.87 ± 0.19 
4.64 ± 0.21 

N.O.' 

11 

2.43 ± 0.33 
2.21 ± 0.29 
le 
le 
1.63 ± 0.13 

3.99 ± 0.38 

le 
3.91 ± 0.86 
2.36 ± 0.32 
4.03 ± 0.69 
4.00 ± 0.37 
3.86 ± 0.36 

NoD. 

Maximum 
Protection 

(%) 

100 
100 
100 
100 
100 

70 

97 
60 
97 
29 
100 
65 

N.O. 

a. íncubations were carried out as described under "Materials and Methods". 0.8 mY¡ 
and 0.6 m:V! PLP \Vere used in the active and allosteríc site experiments, respectively. 

b. The concentration of free PEP \Vas hold constant at 5 mM. 
c. Data \Vere [¡tled to the equation of a rectangular hyperbola. 
d. In these experiments polyethylene glycol was not inc1uded in (he incubation 

medium. 
e. N.O. : binding could not be detected. 

In the absence of polyelhylene glycol, ¡he binding parameters for Mg-PEP are similar 
lo those in the presence of cosoIute, but Glc6P \Vas unuable to protect against 
desensitization, what may be due to either Iack ofbinding of Glc6P to the allosteric site 
Or binding of Glc6P to a region far from the PLP-modiEed lysyl residue. Contrary lo 
polyethylene glycoI, glycerol has a dramatic effec on the affinity of the active site for 
~[g-PEP and abolishes the cooperativit)' observed in its absence, while has no effect on 
the binding of GIc6P to the allosteric site. Therefore, the effect of glycerol abolishing 
the cooperativity and greatIy increasing the affinity of ligands of the Gtc6P site 
observed in inelial velocity studies (C. Mújica-Jiménez and R.A. Muñoz-Clares, 
manuscrípt in preparation) seems to be indirectly achieved through the effec! tha! 
saturation ofthe active site exerts on the afEnity ofthe allosteric site for its ligands. 
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Under our experimental conditions the ligands of the active site always afforded total 
protection against inactivation, but Glc6P only provided total protection when the 
enzyme is saturated by Mg-PEP, free Mg2+ or by glycine. The different degree of 
protection achieved by Glc6P in the presence of other ligands of the enzyme is a cIear 
indication of the different conformational states elicited by ¡he binding of these ligands. 
Thus, ít is interesting to note that the lowest and the highest maxÍmal protection were 
found when maiate or Mg-PEP, respectively, were included together with Glc6P in ¡he 
incubation medium. Therefore, it is important to consider nol only the affinity of the 
allosteric site for OIc6P, but also the \Vay in which this activator binds, which could 
lead to a productive or nonproductive binding. Accordingly with these results, previous 
reports show the failure of Olc6P to provide total or even partial protection against 
modification ofresidues involved in the response ofPEPC to this activator (6,12,13). 

3.4. Mechanism of Allos/eric Regula/ion of Maize-Lecif PEPe- It has been proposed 
that the mechanism underlying the homotropic and heterotropic effects observed in 
initial velocity studies is the association-dissociation process that may take place at the 
low enzyme concentrations used in the kinetics studies (11). At this respect, the ability 
of the substrate PEP (12), of the allosteric activator Olc6P (12) and of high 
concentrations of glycerol (11) to shift the dimer-tetramer equilibrium toward the 
tetrameric active form is \Vell established. However, the results of the binding studies 
reported here show that oligomerization alone is not sufficient to cause the substrate 
and Glc6P-induced allosteric activation. To account for our results, a model involving 
several ligand-induced conformational states ofthe tetrameric maize-Ieaf PEPC need to 
be postulated. 
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6.1.2.2. Resultados complementarios no incluídos en la sección 6.1.2.1. 

Como se explica en el apartado anterior, los experimentos de unión fueron hechos 

con el fin de medir los efectos de unión homotrópicos y heterotrópicos del sitio activo 

y del sitio aiostérico para Glc6P. Sin embargo, faltó evaluar el efecto heterotrópico de 

Giy sobre el sitio activo, que es mostrado en este inciso. 

Además, una importante ventaja del método utilizado para medir la unión tanto al 

sitio activo como al sitio alostérico para Glc6P es que nos permitió medir la unión de 

PEP al sitio activo (sección 6.1.2. í.) Y al sitio alostérico activador para Glc6P (esta 

sección). Lo cual era importante considerando la sugerencia del posible papel de 

fPEP como activador alostérico de la PEPC [Jenkins et al., 1986; Rustin et al., 1988; 

Rodríguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1990; Rustin et al., 1991]. 

Los resultados se muestran en la Tabla 6.1. 

Tabla 6.1. Parámetros de la unión de ligandos de la PEPC, medidos por 

protección contra ¡n activación ó ¡nsensibilización a Gic6P por modificación química 

con PLpa
. 

Ligando LO.5 (mM) n Protección máx. (%) 

Sitio Activo 

MgPEP (a fPEP 5 mM 

y Gly 10 mM, contantes) 0.20 ± 0.04 100 

Sitio Alostérico 

PEP 21.6 ± 1.7 2.40 ± 0.34 100 

a La incubación de la enzima fue realizada como se indica en Material y Métodos 

(sección 5.6.), con PLP 0.8 mM en presencia de PEG al 6 % (p/v). 

b Datos ajustados a la ecuación de una hipérbola rectangular. 
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6.1.2.3. Discusión de resultados de los estudios de unión 

La regulación de la PEPC por un proceso de asociación-disociación inducido por 

los ¡¡gandos de la enzima es poco probable dada la elevada concentración del 

tetrámero in vivo (37.5IlM) [Jiao & Chollet, 1991]. Por lo cual pensamos que la forma 

tetramérica de la enzima posee propiedades alostéricas, tanto homotrópicas como 

heterotrópicas. Para demostrar esta hipótesis, nos propusimos evaluar !as 

propiedades alostéricas de la PEPC no fosforilada en una preparación que fuese 

100% tetramérica. Estas propiedades fueron evaluadas midiendo la unión de 

ligandos del sitio activo y del sitio alostérico para Glc6P usando la protección que 

ofrecen los ligandos frente a modificación quimica, siguiendo el método que 

reportamos recientemente [Tovar-Méndez et al. 1997]. 

Efecto de PEG y de glicerol sobre la unión de los ligandos del sitio activo y del 

sitio alostérico activador para Glc6P 

La cooperatividad observada en la saturación del sitio activo por PEP (en presencia 

de magnesio total constante) o por MgPEP en estudios cinéticos de estado 

estacionario [referencias en antecedentes y datos en Artículo 1 y 2] también fue 

observada en la cinética de unión de MgPEP al sitio activo en el tetrámero en 

ausencia de cosolutos, indicando que la cooperatividad presente en la saturación de 

la PEPC por MgPEP son reflejo de efectos de unión homotrópicos del sitio activo. 

La presencia de PEG al 6% (p/v) aumentó ligeramente la afinidad del sitio activo 

por MgPEP, sin eliminar la cooperatividad de la unión de MgPEP. Un efecto similar se 

observó en estudios cinéticos de estado estacionario [resultados no mostrados]. En 

cuanto a glicerol, éste cosoluto aumentó considerablemente la afinidad del sitio activo 

por el substrato MgPEP y eliminó la cooperatividad de la unión de este substrato, 

efecto bien establecido en estudios cinéticos de estado estacionario rUedan & 

Qu~;ya~a 197 1".' M";; .... a-J;me· n",z "'t al 1 Q981 ........ ~' 11',' ,''-',o ... J' ..... "" .... ..., .0' .... JO 

El efecto activador de glicerol observado en estudios cinéticos de la PEPC ha sido 

interpretado por ciertos investigadores [Selenioti et al., 1987; Podestá & Andreo, 

1989] como el resultado de que este compuesto favorece la formación del tetrámero a 
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partir de los dímeros que suponen existirían a la alta dilución de la enzima a la que se 

realizan los estudios cinéticos [Podestá & Andreo, 1989], en acuerdo con la teoría del 

"volumen de exclusión" descrita por Gekko & Timasheff (1981). Sin embargo, 

nuestros resultados indican que el efecto de glicerol se observa también en la PEPC 

tetramérica. A este respecto se sabe que, adicionalmente, cosolutos inertes a las 

píOteinas [Colombo et al., 1992; Rand, et al., 1993] afectan la afinidad de ligandos 

que producen cambios en el estado de solvatación de las proteínas a las que se 

unen. Esto se ha explicado como el resultado de que la exclusión del agua de la 

superficie de la proteína causada por la presencia del cosoluto produce una 

conformación deshidratada de la proteína en la que se minimiza el área de superficie 

expuesta al agua, de manera que la afinidad de la proteína por el ligando en 

presencia del cosoluto aumenta si la conformación de la proteína inducida por el 

ligando tiene expuesta al agua una menor superficie [Rand, et al., 1993] y viceversa 

[Colombo et al., 1992]. Es posible que éste sea el mecanismo mediante el que 

glicerol y PEG afectan la unión de los ligandos del sitio activo y la unión de Glc6P al 

tetrámero de la PEPC. 

En ausencia de cosoluto, la unión de Glc6P a la PEPC tetramérica no se observó 

en un intervalo de concentración de O a 10 mM, sugiriendo que la forma libre de la 

PEPC no une o tiene muy baja afinidad por Glc6P. Sin embargo, la unión de Glc6P a 

la PEPC sí se observó en presencia de PEG ó de glicerol, en el mismo intervalo de 

concentración; aunque la protección por Glc6P frente a insensibilización por 

modificación con PLP no fue total. La unión de Glc6P en presencia de cualquiera de 

los dos cosolutos es muy similar, con un alto grado de cooperatividad como lo indica 

un número de HiII de casi cuatro. 

Dado que en la presencia de PEG la unión de MgPEP a la enzima fue 

cualitativamente idéntica a la unión en su ausencia y puesto que, sólo en presencia 

de cosoluto, pudimos medir la unión de Glc6P a la enzima libre, los experimentos 

realizados para evaluar el efecto de otros ligandos sobre la unión de Glc6P fueron 

realizados en presencia de PEG. 
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Efectos heterotrópicos de unión determinados en presencia de PEG. 

La afinidad del sitio activo (medida como Lo.5 ) por MgPEP se incrementó 

fuertemente por la presencia de Glc6P 10 mM, como lo indica e! cambio deLo.5 de 

0.45 a 0.007 mM inducido por Glc6P. Además, Glc6P eliminó la cooperatividad en la 

unión de MgPEP. Estos resultados concuerdan con el efecto de Glc6P sobre la 

cinética de saturación por MgPEP de !a PEPe [datos en Artículo 1 y 2] o por PEP (en 

presencia de magnesic total constante) [Coombs et al., 1973; Huber & Edwards, 

1975; Uedan & Sugiyama, 1976]. 

En la presencia de Gly 10 mM el LO.5 para MgPEP (0.2 mM) disminuye sólo dos 

veces, pero la cooperatividad de la unión de MgPEP al sitio activo desaparece. Estos 

resultados están en acuerdo con el pobre efecto de Gly 5 mM rUedan & Sugiyama, 

1976] ó 10 mM [Gillinta & Grover, 1995] sobre el So 5 (PEP) determinado en estudios 

cinéticos de estado estacionario (cinética de saturación por PEP determinada a 10 

mM de magnesio total constante). Sin embargo y en contraste con nuestros 

resultados, los mismos estudios de estado estacionario indican que Gly (5 Y 10 mM) 

no elimina la cooperatividad de la saturación por PEP rUedan & Sugiyama, 1976; 

Gillinta & Grover, 1995]. El efecto diferencial de Gly 10 mM sobre la cooperatividad 

cinética de unión y de estado estacionario de MgPEP, puede ser explicado por que la 

saturación de la enzima con Gly no elimina la activación de la enzima por fPEP; por lo 

que, en presencia de concentraciones saturantes de Gly, la saturación de la PEPC 

con PEP (a magnesio constante) tiene cooperatividad positiva aparente, mientras que 

la saturación de la enzima con magnesio (a PEP constante) es hiperbólica [resultados 

en Artículo 1 J. 
Nuestros resultados demuestran que los efectos heterotrópicos de MgPEP y de 

Gly sobre la unión de Glc6P a su sitio alostérico, observados en los estudios cinéticos 

de estado estacionario [Gillinta & Grover, 1995; Duff et al., 1995], también se 

presentan en la PEPe tetramérica, por lo que no pueden ser interpretados en 

términos de cambios en el equilibrio dímero-tetrámero. Sin embargo, existen algunas 

particularidades interesantes. 
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La saturación del sitio activo con MgPEP sólo disminuye el Lo 5 para Glc6P en 

aproximadamente tres veces, que es mucho menor que el efecto que tiene la 

saturación del sitio alostérico para Glc6P sobre la afinidad del sitio activo por MgPEP 

(60 veces); además, la enzima con el sitio activo saturado con MgPEP, fue protegida 

totalmente por Glc6P frente a insensibilización por modificación con PLP. Estos 

resultados sugieren que (al menos en presencia de PEG al 6% p/v) la conformación 

de la PEPe inducida por MgPEP es diferente de la inducida por Glc6P. Aunque en 

ambos casos la saturación de un sitio elimina la cooperatividad de unión al otro sitio. 

De igual manera, mientras Gly 10 mM aumenta la afinidad del sitio activo por 

MgPEP y elimina la cooperatividad de la unión de MgPEP (como se indicó 

anteriormente), Gly 10 mM no afecta significativamente la cinética de unión de Glc6P, 

aunque la presencia de Gly permite que Glc6P proteja totalmente a la enzima frente a 

insensibilización por modificación con PLP. Estos resultados sugieren que (al menos 

en presencia de PEG al 6% p/v) la conformación de la PEPe inducida por MgPEP es 

diferente de la inducida por Gly. 

Unión de PEP libre a la PEPe en presencia de PEG 

PEP es capaz de unirse al sitio activo de la enzima en ausencia de iones magnesio 

como lo demuestra la protección ejercida por PEP frente a inactivación de la enzima 

por PLP [Tabla I en las memorias en extenso], aunque la afinidad del sitio activo por 

PEP es 10 veces menor que su afinidad por MgPEP. En estas condiciones, PEP 

también se une al sitio alostérico para Glc6P, aunque con una afinidad 4 veces menor 

a la de Glc6P [Tabla I en memorias en extenso y Tabla 6.1. en página 26]. La 

protección frente a la insensibilización a Glc6P por modificación de la PEPC con PLP, 

ejercida por PEP en ausencia de iones magnesio [Tabla 6.1. en página 26], no la 

ofrece el complejo MgPEP. Por el contrario MgPEP desprotege el sitio alostérico para 

Glc6P, además, Glc6P desprotege el sitio activo [Tovar-Méndez et al., 1997], lo cual 

es consistente con que Glc6P aumenta la afinidad por el substrato y viceversa 

[Coombs el al., 1973; Huber & Edwards, 1975; Uedan & Sugiyama, 1976; Duff et al., 

1995]. Estos resultados en conjunto evidenciaron que el sitio activo une mejor al 
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complejo MgPEP que a fPEP, y que el sitio alostérico activador para Glc6P sólo une a 

fPEP, como posteriormente fue confirmado en estudios cinéticos llevados a cabo en 

nuestro laboratorio [datos en Artículo 1; Mújica-Jiménez et al., 1998]. 

La unión de fPEP al sitiü alostérico para Glc6P de ia PEPe reforzó ia idea de! 

posible papel de fPEP como activador alostérico de esta enzima [Jenkinset al., 

1986; Rustin et al., 1988; Rodríguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1990; Rustin et al., 

1991; y resultados en el Artículo 1J, lo que comprobamos posteriOimente en este 

trabajo de tesis [datos en Artículo 1]. 

Finalmente, un resultado destacable de estos estudios es que Glc6P se une a la 

enzima en presencia de malato, como lo indica el hallazgo de que la cinética de unión 

de Glc6P en presencia de PEG no se afecta por la presencia de malato 5 mM, 

aunque la protección máxima ejercida por Glc6P es mucho menor que la observada 

en ausencia de malato [Tabla I de memorias en extenso]. Lo anterior sugiere que 

Glc6P puede unirse al complejo enzima-malato y viceversa (malato puede unirse al 

complejo enzima-Glc6P), pero la unión de Glc6P produce un cambio conformacional 

en la enzima diferente al que produce en ausencia de malato. Esta hipótesis es 

apoyada por ei hecho de que la inhibición de la enzima impuesta por malato no es 

contrarrestada por la saturación de la enzima con Glc6P [Figura 5 en Artículo 2]. 
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Re-examination of tlle roles 01 PEP ami Mg2+ in the I'eaction cataiysed by 
lile phosphorylated ami mm-phosphorylated forms Olí phosphoenolpynlllate 
carboxylase from leaves of lea mays 
EIIects 01 lile activaiors glucose 6-phosphale and glycine 
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ro study the effects of phosphoenolpyruvate (PEP) and Mg" on 
the activity ofthe non-phosphorylated and phosphorylated forms 
)f phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPe) from Zea mays 
eaves, steady-state measurements have been carried out with the 
'ree forms of PEP ((PEP) and Mg" (/Mg'"), both in a near­
)hysiological concentration range. At pH 7.3, in the absence of 
lctivators, the illJt\a1 velocity data obtained wlth both forms of 
he enzyme are consistent with the exclusive binding of MgPEP 
.0 the active site and of /PEP to an activating allosteric slte. At 
J!-I 8 3, and in the presence af saturating concentrations of 
;lucose 6-phosphate (GJc6P) or Gly, the free species also 
~ombined wlth the active site in the free enzyrne, but with 
jissociation constants at least 35-fold that estimated for MgPEP. 
fhe ¡atter dissociation constant was lowered to the same extent 
Jy saturating GJc6P and Gly, to approx. one-tenth and one­
;¡xteenth in the non-phosphorylated and phosphorylated en­
:ymes respectively. When GJc6P is present, ¡PEP binds to the 

NTRODUCTION 

Jhosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31) from 
nalze ¡eaves catalyses the essentially irreversIble formatlOn of 
)xaloacetate and P, from phosphoenolpyruvate (PEP) and bl­
:arbonate. This reactJOn IS the first step 111 the assimilation 
)athway of atmospheric CO',! 111 C4 plants such as maize. The 
mportance of this step 111 the photosynthetic metabolism of C4 
Jlants is underscored by the abundan ce of the PEPe protell1 in 
nesophyll eells of ¡eaves of these plants, accounting for approx. 
:0-IS 0

{, of the total soluble protein [1,2]. 
Al physlOlogical pH, PEPe f1'om leaves of c'1 plants. is 

;ubJected to complex allosteric regulation involvll1g homotropic 
:o-operativity and heterotropbic effects by a number of physio­
ogical effectors. The enzyme is also subject te covalent modi-
1C,-\ tlon consistll1g of the phosphory!alion--dephosphorylation of 
111 N-terminal Ser residue [3] Regarding the positive effectors, lt 
S cons¡dered that the enzyme is activated by two kinds of 
nctabolite' (1) hexose and tnose phosphates [4-9], which bind to 
he so-called glucose 6-phosphnte (Glc6P) allosteric slte [IOJ. and 
2) neutral amlllo aClds, ma1111y Gly, Ala and Ser [7,9,11-14J, 
VhlCh bind to the Gly allosteric SI te [13]. In addition, several 
lUthors have suggested that PEP itseJf mlght bchave as an 
tllostenc activator of thc non-phosphorylated form of the 
~nzyme, 011 the basis of thc obscrved changes in fluorescence on 
)lnding of ligands to PEPe [15] and of steady-state kJl1etic 

active site in the free enzyme better than jMg~+, whereas the 
metal ion binds better in the presence :)f Gly. SatUíatlOl1 of the 
enzyme with GJc6P abolished the activation by /PEP, conslslent 
with a cornmon binding site, whereas saturaBon WJth Gly 
increased the affinity of the allosteric site for JPEP. Under all 
the conditions tested, our results suggest that ¡PEP is not able 
to combine with the allosterie slte 111 the free enzymc, Le. It 
cannot combine untiJ after MgPEP,/PEP 01' fMg2+ are bound at 
the active site. The physiologlcal role of Mgz+ in the regulatian 
of the enzyrne is only that of a substrate, mainly as pan of the 
MgPEP complex. The kinetic properties of maize leaf PEPe 
reported here are consistent with the enzyme belllg well below 
saturation under the physJO!ogical concentrations of jMg:¿+ and 
PEP, particular!y during the dark period; it lS therefore suggested 
that the basal PEPe activity in vivo is very low, but highly 
responsive to even small changes 111 ¡he intracellular concen­
tratlOl1 of its substrate and effectors. 

studies ([16]; C. Mújica-Jlménez, A. Castellanos-Martínez and 
R. A. Mufioz-ctares, unpublished work). The faet that sorne 
PEP analogues are good activators of the non-phosphorylated 
form of the enzyme [16-18] glves additional support to that 
proposaL 

Mg'" ions are essential for the aetvity of PEPe [19]. The 
chemical rnechanism ofthe PEPC-catalysed reaetíon involves the 
formatíon ofthe enolate form ofpyruvate, wll1ch IS stablhzed by 
Mg H [20J. In addltion, Mg2

+ can forrn a binary complex wlth 
PEP with a moderate stability constant [21-23], raJsing thc 
question of whether the complex 01' t:1e free species eombmes 
with the catalytic site of PEPC The answer to this questlon. 
although of great Importance to the understandmg of the rn VIVO 

regulation ofthe enzyme, is still a matter of debate. From klllctlc 
studies of the non-phosphorylated enzyme performed wnh total 
PEP and Mg21 concentratIons, it has been concluded that the 
trianiolllc [or111 of PEP b1l1ds to lhe actIve Sltc of malZC leal' 
PEPe [24J and that Mg'" blnds before PEP [25J. No activation 
by free PEP (lPEP) was detected 111 these sludlcs In contrast, 
from steady-state StudlCS, also of the non-pho:-,phorylated en­
zyrne, in which the MgPEP complex was consldcred the variable 
substrate [16,26-28], it was concluded that the binary MgPEP 
eomplex is the substrate of the react¡on and that either free M g,'H 
(fMg") [26J or ¡PEP [16J bchaves as an acUvalor. Thus (he 
role that Mg2+, PEP or MgPEP has In the kinet¡cs 01' thc malze 
leafPEPC-catalysed reaction IS 110t cJeu' at present. In addilIon. 

Abbrevlatlons used fMg2+. free Mg2+. tPEP. free PEP, Gic6P. glucose-6-phosphate. PEPo phosphoenolpy,uvate. PEPe, phosphoenolpyr;,;va;e 
:arboxylase 

1 To'whom correspondence should be addressed. 
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lellher of these studies could be considcred concJuslve, given that 
he enzyme used in them was prepared in the absence oC pro tease 
'1hlbltors, and it is known tbat thc remova! of an N-terminal 
lepude [20] in the first minutes after extractlOl1 alters the kinetlc 
Ifoperlles of lhe enzyme [29,30]. 

Becausc In order lO achieve a complete understanding of the 
'peratlOl1 ofPEPC in ¿-/w is ofplvotal importance to establish its 
inetic mcchanism, we studied the nOl1-truncated enzyrne by 
,er[orming steady-state measurements with controlled con­
cntratlQns of /PEP and fMg 2+ to determine: (1) the relative 
ffinities of t11e actIve sJte rOl' MgPEP "nd the free spec¡es, (2) ir 
ppropriate, lhe arder 01' blndlllg of lhe free species, and (3) 
ctlvaIJon by ¡PEP. !n the prcsent silldy we also examined the 
ffeC1S 01 SJluratll1g concenHatlOns of Glc6P and Gly on the 
bove-mentlOned klllellC propertics orthe enzyme, to gain further 
lSlght mto the mechanisl11 of the allosteric regulatlOl1 and to 
etermme the allosteric si te ll1Volved in tlle ¡PEP activation. [n 

dditlOn we eonsidered It of ¡nterest to investigate not only the 
on-phosphorylated form of the enzyme, which is present in 
:a ves during the dark penod of the dJUrna! cyc!e [31 ,32], but al so 
le phosphorylated, day-tIme forOl of the enzyme [3 I ,32]. Our 
::sults provide experimental evidence indicating that the Mg2-.. 
omplex of PEP IS the true substrate of the reaction catalysed by 
EPe from maize !eaves in the absence of activators and is the 
referred substrate In thelr presence, and that {PEP is an actlvator 
l'.lt binds to the Glc6P aHosteric site. The poss¡ble physiological 
np1Jcations of these findings are dlscussed. A preliminary 
ccounl of part of this work has been published [33]. 

IATERIAlS ANO METHODS 

hemicals and biochemicals 

EP (monocyclohexylal11l11oniul11 salt), NADH (disodium salt), 
i-lc6P, Gly, plg heart malic dehydrogenase and Hepes were 
llrchased froIn Sigma Chemical Co. (S1. Louis, MO, U.S.A.). 
:DTA (dlsodium salt) were from Merck KGaA (Dannstadt, 
i-ermany). AH othe!' chemicals of analytJcal grade were from 
[andard supplicrs. 

nzyme purilication and assay 

'he llon-phosphorylated 11Ight form of PEPC was pllrified from 
~('a mays L. leaves kept in darkness for 10 h before extraction as 
escribed elsewhere [10]. The sensitivity o'f the enzyme to malate, 
leasured as IC:,(j' under the conditions described in [30], was 
y'plca! of the non-truncated, non-phosphory!ated form [3D}, and 
Id not change on incubation with a!kaline phosphatase under 
le condnions described in [31]. The specific activity of the 
nzyme preparation used, determined in a standard assay in the 
resence of 5 mM total PEP and ID mM total Mg~"- at pH 7 3 
nd 30 oC, was 33 ullltsjmg of protein. This enzyrne preparation 
ras phosphorylated In vitro by the method described in [34]. The 
egree of phosphorylation was assessed by (1) the change In 1 c.,{J 
)r malate, wlllch lllcrcased from 0.18 mM for the non-phos­
horyJated form to a maximulll of 1.54 mM after prolonged 
1cubation with the kinase, and (2) tlle actlvlty at the sub­
:lturatlllg concentratlOns at which the IC.,u was determined, 
dllch approximately doubled in the phosphorylated form. The 
dd1tlon of fresh A TP and kinase dld not cause further mcreases 
1 the maXlnmm IC .. ,o value reached. After exhaustive incubation 
¡,¡th alkaline phosphatase, the IC iH for maJate and the activity al 
.1C subsaturatlllg substrate concentrations reverted to those of 
le non-phosphorylated enzyme. The spec¡fic activity of the 
nzyme determined at satunltlllg substrate did Ilot change upon 
hosphorylatlon. 

Kinelic sjudies 

Steady-state initial ve!oclty studies wcre performcd at 30 oc ]11 a 
final volume oro 5 mI of 100 mM HepesjKOH buffer, pH 7.3 01' 

83, containmg 1 mM EDTA, 10 mM NaHC0 1 O.2m:v1 
NADH, 4 UnJts of ma!ate dehydrogenase, vaned concentrations 
off PEP andfMg¿+, both in tlle range from 0.25--4 mM, and the 
concentratlOns of G1c6P 01' Gly stated for eaeh cxpcriment Thc 
amounts of total magnesium (as MgCIJ and total PEP usec! to 
give the desired concentra tJons of the free spccies were calculatcd 
as described in [16}. The IJgand-Mg dissociation COJ'l5tants used 
wcrc 5.55 mM fol' PEP [2IJ, 154 mM ror GJc6P [23] dile! 

50.12 mM foi' Gly [35] The oiher dISSOCI~lt10n conslants lIscd 

werc aS!Jl [16]. TyplcaUy, assays were mitlated by the adddlo¡1 al' 
lSl'g al' PEPe. A thermostatically controllcd Beckman DU-
7500 spectrophotometer, equipped with a kl11etics software 
package, was used for these measurements. lnitial veloclties are 
expressed in units (/1mo1 of product formed per minute) Each 
point shown in the figures IS the average of duplica te or tríplicate 
determinations. 

Dala analysis 

PEPC kinetic data were analyscd by non-linear regrcsslOn 
ca\culations with a commercia! compUllllg program formulatcd 
with the algorithOl of Marquardt [36]. lmtial vclOClty data al 
:-.everal concentrations ofthe tixcd substra te were til'st llldlvidually 
fttted to eithei' the Michae!is-Menten equation [eqn. (1)] for 
hyperbolIc kinetics, or to the Hill equation [cqn. (2)] for síglllOldal 
kinetics' 

l' ~ V[S]/(K, + [S]) 

v ~ V[Sl"/(S" ,," + [S]") 

(!) 

(2) 

where v IS the expenmental1y determined imual veloeity; Vis the 
maximal velocity; [SJ is the concentraÜOJ1 of the vanab!c sub­
strate, K, and Sf);) are the concentration of substrate at halC­
maximal veloclty, and h is the Hill cocffieienr. 

011 the basis ofthe corresponding double-reciproca! plots, the 
mechal1lsm was Identified, and each data set was globa!ly fitted 
to the correspondlllg initial velocity cquation derived frol11 tbat 
particular mechanism, always assuming rupid equilibrium COll­

ditions. The rapid equilibriul11 assumptlOl1 needs to be valldated 
by additional experiments, although, as showll bclow, the kinetlc 
data 111 this paper are conslstent with rate equatlOllS denved for 
rapid cqw!ibrium models Eqns (3) and (4) correspond to 
mechamsms where there IS exclusive bindlllg 01' the MgPEP 
complex to tIle active site and activation by ¡PEP 01' COl11pCt1tlVC 

inhlbition by.f Mg'~'" respectlvely: 

v ~ V([S][M]/Kj'/[K,","/(I + [S]/K.) + ([S][M]/K,,)"] (3) 

v ~ V([S][M]/ K.,)" /(K",,"(I + [M]/ K,) T ([S][M]/ K,,)") 14) 

where [S] IS the concentratlon of ¡PEP, [M] the concentratíon of 
j'Mg¿"', K" the dissociation constant of the sub:-.trate-;'lletal 
complex, K~m the concentration of the substrate~metaJ complex 
at half-maximal velocJty, K., the activatlon constant for ¡ PEP, 
l.e. the dissocJation constant of ¡ PEP from the al10steric s!te, and 
K, the inhibitJOn constant rOl' ¡Mg·~¡'. 

Eqns. (5) to (8) were used when the substnne-metal comp!ex 
and the free species bound to the active site, cither in an ordcred 
fashion wlth the substratc combllling first and wlth [eqn. (5)J 
or without [eqn. (6)] activa tia n by f PEP, or JJ1 a random 
fashJOn and wlth [eqn (7)] 01' wnhout [eqn. (8)J actlvatJon by 
¡PEP: 



~ VIS] [M]/(aK, K",(l +[5]/ KJ/(l +[S]/ K..) + [S][M]) 

~ V[S][M]/(aK, K,,( 1 + [S]/ KJ + [S][M]) 

~ V[S][M)/(aKJ",(1 +[S)/ K, +[M)/ K,,, + [S][M]/ K, 

(5) 

(6) 

x Km + [S)'j K,K,,)/(l + [S]/ K)+ [S][M]) (7) 

o-:: V[S] [!'v!]/(aI(K",Cl +[S]jK~+[M]/K",)+[SJ[MJ) (8) 

Ihere K~ and K~, are the concentrations of ¡PEP and fMg~'¡' at 
alf-Illé.lximal velocity respectlvely and IX IS the mteraction factor 
haI describes tbe influence that the binding of ane ofthe ligands, 
íce substrate or free metal ion, has 011. the binding of the other 
gand. 

Eqn. (9) 1S a modificatían of eqn. (6) containing add¡tional 
!l"nlS to aCCOUilt fOí inhibitlOl1 by Mg2+ and was used to analyse 
he l1lltial velocJty patterns ofthe non-phosphorylated enzyme in 
he presence of Glc6P at pH 8.3: 

VIS) [M)/(aK,K",(1 + [S)/K, +[M)/K, + [S][M)/K, x K)/ 

(l + [M)/ oK) + [S][M]) (9) 

lherc K, is tlle inhlbitian constant ror the metal, ¡.e. the 
¡ssocmtion constant from the alJosteric slte, and o the interaction 
;lctor descnbing the influence that the binding of the 110n­
roductive metal ion has on the billding 01' the productive metal 
JO 01' on the bindmg of the substrate-metal complex, and vice 
ersa. 

In the experiments in whlch the concentratlOn ofthe activator 
'as varied at constant concentration of substrates, eqn. (10) was 
sed: 

'., - '"l/r" ~ Act,.,.,JA)" /(A" i' + [A)"), (lO) 

'herc Vo and G •• are the il1ltial velocities in the absence and 
rcsence of actIvator respectIvely, Act"",,, is the maxm1Um ac­
vatlon, [A] IS the actIvator concentration, and A u :, 1$ an apparent 
ctivatlon constant that equals the concentrauon of activator 
iving half-maxlmal activation at a given substrate concentratlOn. 
The points in the figures are the experimel1ta!!y determm.ed 

alues: the curves are calculated from the global fit of these data 
) lhe appropriate equatlOn. The best fits were determined by the 
::la tive tit error, error of the constants and absenee of sigl11ficant 
orrclatlon between the residual s and other relevant variables 
uch as observed velocitlcs, substrate coneentratlOll and data 
umbcr 

ESUlTS 

inetics in Ihe absence 01 activators 
'11tial velocity studies were performed by varying jPEP con­
::ntratlon while keepingfMgH COllcentratlon at dIffercnt fixed 
:vels, and vice versa. The concentratlOn mnge used, from 0.25 to 
mM in both cases, was chosen to ¡nelude and not greatly exceed 

le physiologlcal cOllcelltratlons of PEP [9] and {Mg" [37]. At 
H 7 3, the saturatíon curves of both forms of PEPe for eaher 
PEP or / Mg2~ were slgmOldal and Ylelded maximal velocity 
alues that were independent of the concentration of the fixed 
Jbstrate when individuaUy fitted to the Hil1 equation [eqn. (2)] 
"esults not shown), suggesting that the MgPEP complex IS the 
'ue substrate of the enzyme, However, ir MgPEP were the only 
llletical1y significant specles, we should obtain similar apparent 
¡dI coefficlcnts (h) when the concentrations of the fixed spec!es, 
lther ¡PE? or (Mg!+, were the same, but we eonsistently 
bservcd higher h values when the variable substrate was (PEP 
1an when It was (Mg2+ (results not shown). Lower Hill 
8efficients 111 the metal saruratJOn curves than in the PE? 
Huration curves were also observed previously by others [38]. 
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(al 

,-

Mi t ~p K"'''' "e, 
HgPEP .¡. E ~ • .-",---,." !:.MgPEP --j>. ~ E + Producu 

+ 

(b) 

m 

1 Kl" 
r kC<lt 

PEP.E.MgPEP ~~ i?: .;. PE? .... f'rodllas 

+ 
PE> 

t~" kca: 
PEP.E.HgPEP ~ ~ E + PEP + Products 

Scheme 1 PEP and Mg2+ binding to maize leaf PEPe in the absence of 
activators 

Proposed mec~arllsm for !he non·phospt;orylated and phosp,10ry[ated torms 01 the er.zyme él 
pH 7.3 (a), and lar the nOfl·phosphorylated lorm 01 the enzyme al pH 8 3 (b) 

These ddferences in the behaviour of the free spccies cou1d be 
accounted for by the mechanism shown in Scheme Ha), in WhlCh 
there IS exclusive binding of the complex MgPEP to the catalyt!c 
site and of j'PEP to an allosteric site in an obligate arder, l.e f 
PE? cannot add to the allosteric sne tl11tll after the substrate 
MgPEP has added to the actIve site Bmding of (PE? lO lhe 
allosteric slte results in actIvatlOn, because the apparent K\lol'!.!' 

IS decreased by the factor (1 + [(PEP]/ K"I'I.I') but has no cffect on 
the eatalyuc constan!. As an approximatlOn to allow l11ath­
ematicaJ trealment of the expenmental data. the imual velocity 
data were analysed by usmg the velocJty equatlon that account<; 
for the mail1 features of th1S modeL modified to allo\\' for the co­
operatlvlty of substrate bindmg [eqn, (3)] A good fit was obwlIlcd 
for both enzyrne [orl11s, non-pho~phorylated and phosphory­
lalcd, which shows that lhe simplified analy~ls IS va]¡d at Ieast 
for detenmning the maxlmal veloclty and halr-sa turatJng concen­
trations of MgPEP and (PEP. FIgures l(a) and l(b) show thc 
data and the f]ts of the non-phosphorylated enzyme. and the 
estimated kinetic C011stal1ts are glven in Table 1 

At pH 8.3, the saturation curves for (Mg~- of lhe nOI1-

phosphorylated form ofPEPC were hyperbolic and the Il1diVldual 
tit of each Hne to the Michaelis-Menten equatlon gavc apparenL 
V values independent of tbe concentration 01' ¡PEP (resulls no! 
shown). Interestmgly, saturation curves for (PEP were sigmoldal 
Thls llon-symmetrical slgmoldiclty IS suggcstivc of the samc 
kinetlc mechanism as that found at pH 7 3 (Schcme la), \\'lt11 thc 
only drfference that the binding of MgPEP to lhc active site l~ 

IlOW non-co-operative. Bindlllg off PEP to an allostenc site \vdl 
introduce [('PEPF terms 111 the numerator and denominutor al' 
the velocity equation, accounting for the slgmoidiclty al' the 
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:igure 1 Double-reciprocal ploís of ¡"itial velocity of iha non-phosphoryl· 
Ited form of maize ieaf PEPe at saturating bicarbonate concentration 

~:~Ial veloclllBS were measured al pH 7.3 (a, b) ar pH 8.3 (e. d) WI!h {PEP (a, el ar fMgz+ 

b. d) as the variable $ubstrale al Ihe follow:ng lIxed concentraliOns 01 the other O 25 (mil, 
! 33 (C). O 5 (A..l. 1 O (6), 2 O (Sil and 4 O (el mM Assays were performed under lhe 
tandard concl'tlons descr:bed 111 the Matellals and rnelhods sectlon. The pom!s are lhe 
xpewnertta: values 2nd Ihe curves ar? the bes! jrt 01 lhe expenmental dala lo eQn (3) (a. b) 
If eqn (5) (e, b) 

¡PEP saturation curves In facr, thc data obtalllcd at pH 8 3 nt 
very weIJ to cqn. (3), giving V = 36. ¡ ± 09 unit<,/mg of protclll, 
K\I¡;I'¡';I' = 0.30 ±0.02 mM, K/1'." = 3.7 ± 0.9 mM and h = ¡ 06 ± 
0.07 It can be seen that the h was c10se to ¡ at this pH. and tl181 
the affinitles of the active and allostenc siles ror thcir respcctJvc 
ligands were increased by the sarn.e factor (approx. 3.5-fold) 
compared with those obtained at pH 7.3 

Attempts were made to fit the initial velocity data obta111ed at 
pH 7.3 and 8.3 to veloclty cquations den ved ror altcrnativc 
mcchanisms, such as those III whlch there is bllldll1g o[ the frce 
species to the active site in a random or ordercd [a8],lon AIl of 
thcse equatlOlls gave poor fits of the initial velocity data obtamcd 
al pH 7.3, with undefined kllletlc constants However, at pH 8.3 
we obtained a good tit ofthe data to eqn. (5), w!lIch described an 
ordered mechanism in which PEP adds to the active sltC 111 rapid 
equilibrium before MgZ+ and there is aCtivatlOn by {PEP (Scheme 
1 b). In the latter fit, the error affecting the dissoc¡ation constant 
ofPEP from the activewsite-PEP complex, KPhl', or of Mg1 ' from 
the actlve-site-PEP-Mg complex, aK-11

¡;, were high (Table 1), 
which is understandable lf we conslder that thc highcst ¡PEP 
concentration used in this study 15 one-fifth of the e5t1mated 
dissoclation constant of the active-site-PEP complex. The ab­
scnce of a term for the dissociatiOll ccnstant of MgZ- from the 
active-site-Mg blllary complex do es not necessarily indica te that 
this complex does not form, but rather than the Mg~'" concen­
trations used in our study might not have been hlgh enough to 
observe i1. Simllarly, at pH 7.3 the dis50ciatlOll constant of the 
possible complexes of the free spec!es from the actIve s¡te of thc 
enzyme mlght have been so high that thc levels ofthese complcxes 
were not kinetically slgl1lficant lfl the concentralion range used 
by uso 

Kinelics in Ihe presance 01 salurating concenlralions 01 Glc6P 

The results shown aboye support tl1at f PEP binds to an aCtlvatlllg 
allosteric site as a non-csscntial activator. Bindmg al f PEP to the 
G1c6P-allosteric site was proposed prevlously as a rcsult of 
studies on changes in the fluorescence on bindll1g of ligands to 
PEPe [15], or of kinetic studies with PEP analogues as PEPe 
activators [16--18]. To test whether Glc6P competes for thc 
fPEP-binding site, we performed steady-state measurements of 
PEPe in the presence of a saturating concentration of GJc6P. 
Because the concentration at which Glc6P saturates the allostenc 
site depends on the degree of saturatioll of the active site [34], we 
first investigated the saturation kinetJcs o[ both forms o[ PEPe 
by Glc6P at the lowest and ll1ghest substrate concentrations used 
in our experiments. 011 the basis of the results obtained, glven in 

"able 1 Kinetic constants 01 maize leaf PEPe at fixed, saturating bicarbonaie concentration 

Aear.s ± s E M lar ~he ~!r1ettc cnnstants \Vere calculaled lrom a ~It 01 lhe Inilla: ve[ccl!Y data ob:alned at pH 7.3 to son (3), or 01 those obtalned 2~ pH 3 3 te e~r¡ (5~ 
(~aP[? = KP'EP :xKM~/ Ka = aK~fo K'~g/ Ka. 1<.0 (dlsSCClallon constan! 01 the MgPEP complex) = 555 mM [21] 

Ncn-ptwsphO·PEPC PhOSpho·PEPC 

Constant JescflptlOfl pH 7.3 8 3 7.3 

l! (llfllts/mg al proleln) 320 ± 05 36 2 ± O 9 31 8::: O 4 
K~qPE? (mM) Dlssoc:atlOn constan! at MgPEP from E MgPEP 0.83 ± 0.03 036±005 055±002 
KPE~ (mM) D:ssoclatlOn constan! 01 PEP Irom E PEP 197±58 
c::KM~ (mM! Dlssoclatlon constanl of Mgh lrom E MgPEP 010±003 
K/'P (mM) DlssoclatlOfl constan! 01 PEP from the allosteflc slle 4.78 ± O 45 132±051 700±082 
h HIII coeftlclenl 135±0.03 103±005 1 26±0 02 
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'able 2 Kinetic constants for maíze lea1 PEPe activaior Glc6? 

!.eans ± s E M (01 the kll1elic constal1ts were calculaled tmm a lit 01 lhe 1I1111al veioclty data lo eqn (10) {PEP and fMgh were used a! 8QIJal concentratlOr.s Blcarbona\e co:-;centratlo~ W2S 
Ixed al 10 mM 

Assay condl!Jl)ns 

[Free specles] [MgPEPj 
Emyme 101m pH (mM) (mM) 

Non·phospho-PEPC 7.3 0.25 0.011 
4 288 

8.3 0.25 0011 
4 2.88 

Phespt\CI-PEPC 73 025 0011 
2.88 

(al 

E,PEP 

~;I 
+ 

M.'\aK'" 
+ l(M"ePEP 

'" kat 
MgPEP + E -,.,--"--_":>'- E.HgPEP --. ~ E + Producc:s 

PE' 

(b) 

f.PEP 

M"'t+ PE> ~;¡I ';,g'~ aK'" 
Ko PEP '" 

+ I(M~PEi' kca.t 
MgPEP + E ...... .....::~-_ .. '- E.HgPEP ----?-~ E 01)0 Producu 

(e) 

Mi"t+ :EP rt!7 E.?EP + M'''~, 
.~ PEP .~ 

+ ~I·g 
t('MIPEf> kcat 

MgPEP -lo E _-''---/---'-E.MgPEP ~ -.... E + Products 

Scheme 2 PEP and Mg2+ binding to maize leaf PEPe in tlle presence of 
Glc5P 

PrrpDsea :llccilanlSIn ¡Dr H1t' Ilon pllDsrhorylated (al and pllOsphorylated (bl lorms 01 the 
enzyll1e ~: pH 7 3, dilO :01 :iTe rlOl]·pl:osphL1rylated 101m al pH 8 3 (e) 

Table 2, we declded to use 20 mM Glc6P at pH 7.3 and 10 mM 
Glc6P al pH 8.3. Concentrations of G1c6P above 20 mM could 
not be med a t pH 7.3 beca use they produced sigmficant inhibitiOn 
a\ lhe lowesl subslrale concenlrallOn, The same Glc6P con-

Kmstlc constants 

"05 
(mM) Ac\'1Iolx h 

3.7 ± O 2 39 O ± 1 2 1.81 ±O 13 
0.77±009 037 ± 0.01 124±0.29 
1.5±0.1 11 HO 2 170±O.11 

057±005 039 ± 0.01 105±0.10 
4.1 ±D.l 28.9±O 9 1 97 ±0.2D 
1.0±01 046±O02 j 08±0.17 
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Figure 2 Double-reciproeal plots of initial vetoeity 01 the non-phosphoryt­
ated form of maize ¡eaf PEPe at saturating biearbonate eoncentration in the 
presenee of GleS? 

Inltral velocltles were measured al pH U (a, b) 01 pH 8 3 (e, d¡ wlth rPEP (a, el or fMg'T 
(b, d) as the Variable subs\rate al lhe foltowrng flxed concentratlons 01 ttoe Qthe: Q 25 (mil. 
0.33 (O), O 5 (4t.), 10 (,6), 2 O (Ol and 4.0 (O) mM Assays wele performad unde; \:\8 

standard condltlons descflbed iIl (he Matellals and methods sectlon iIl (he presenee o' 20 ((J, b) 
0110 (e, d) mM Gtc6P The pOlrtts are (he experrmental values and ¡he curves are.he resdi! 
01 tna overall lit 01 111e experimental data to eqn, (O) (a. b) 01 eqf1 (9) (e, d) 
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Table 3 IGnetic constants for maize leaf PEPe at fixed, saturating concentrations of bicarbonate and Glc6P 

The concel1:ralloíl 01 Glc6P In the assay medlum was 20 mM al pH 7 3 and 10 mM al pH 8.3 Means ±S E M, lar the kmetlc conslanls were calculated fmm a lil DI the 111:131 vc\o~:~y dcta G1'3rrej 

:;1 p!-i 7 3 lo eqn (6) or eqn (7) lar the non·pr.osphorylated or phosphorylated enzymes respectlvel)', and 01 thOse obtamed al pH 3 3 lo eqn (9) See T2bie 1 lOí a descr:pt.or: 01 X'':'I'i' 

Constan! 

V (unlts/mg 01 proteln) 
KM[¡P¡:P '11M) 

KPEP (m'M) 
x""g {m:'I1) 
:xX

M
" (/1M) 

xKPEP (¡1M) 

Descllptron 

Dlssoclatlon constan! 01 MgPEP Imm E.MgPEP 
DlssoclatlOn constant 01 PEP 110m E PE? 
DlssoclaliOn constam o! MgZ;- Imm E Mg 
Dlsscclatlon constant al Mg2+ 110m E MgPEP 
Dlssociation constan! 01 PEP lrom E.MgPEP 

pH 

Non-phospho-PEPC 

7 3 

440±OA 
79±2 
57±07 

76±9 

83 

451 ±O 3 
7±1 

22:r: 02 

PhosphQ·PEP::; 

7 3 

449±04 
33± ¡ 
l.7:±Ol 
4 9±O 8 
i 07:t:: 2 
37 ±3 

K,~'u (mM) 
'JKM~i'EP (/IM) 

D;ssocla!lOn constan! 01 Mg2+ ¡rom lhe non-cataiyllc slte 01 tne free enzyme (Mg El 
OISsoclatmn constan! 01 MgPEP lrom ¡he complex Mg.E MOPEP 

0.15±O 05 
38± 7 
96±20 

080::t 029 
''JaKMu (¡1M) OlssoclallOn constan! 01 Mg2+ 110m ¡he catalyl,lc slle 01 Ihe complex \.1g E.MgPEP 
"l'K~·11 (mM) DlssoclaliOn constan! 01 Mg2+ flom Ihe non-calalytlc slte 01 [he com~lex Mg E Mg 01 Mg.E MgPE? 

rabie 4 Kinetic constants tor maize leaf PEPe activator Gly 

lIleans ± s E M 101 Ine kmetlc conslants were calcLJlated from a j,t 01 the Inlllal veloclty dala lo eqn. (10) {PEP and {Mg2
+ were used al equal concentratlOns Blw~ona~e w~centr2tlGn was 

Ixed al 10 mM. AoblevlatlOn n.ti. actlva\lon nol detected. 

Assay condltlOns 

[Free specres] [MgPEP] 
Enzyme 101m pH (mM) (mM) 

Non-phospho-PEPC 7.3 O 25 0.011 
2.88 

8.3 0.25 O 01' 
4 2 88 

pr,ospho·PEPC 73 025 O 011 
4 2.88 

:entration was used for the non-phosphorylated as fOf the 
)11OSphorylated [or111S of the enzyme, because we found on!y a 
mal! merease in A 11 _, after phosphory!ation The latter findmg 
:onlradicts the previous report of decreases in the apparent 
lctJvatlon constal1l ofGlc6P brought about by phosphorylation 
34]. 

The saturatlOJ1 kinetics of both f PEP and f Mg2+ at pH 7.3 111 
he presence of 20 mM Glc6P were hyperbolic, !TI line with 
¡reV¡OllS findings of a decrease in the co-operatlve hOl11otropic 
ffects by tl115 actlvatar [1,14,39J. These observations rule out 
.ct1vall0n by tPEP, otherwise sigmoidal kinetics would have 
)een obtained when f PEP was tlle varied substrate. Double­
cc¡procal plots wel'e constl'ucted fol' both sets of data. Far the 
lon-phosphorylated enzyme, the family of lines obtained when 
Mg 2

• was vaned andj PEP was held constan! intersected on the 
jl-axb. whereas the family Ol lines obta1l1ed when j'PEP was 
arlcd and fMg~~ was held constant intersccted to the left ol' tlle 
/¡'-axls Thesc results are consistent wlth él rapld-equihbl'ium 
Irdcred mechanisl11 in whlcb / PEP binds before / Mg2

-<- (Scheme 
a) Accordingly we o btall1ed a good global fit of the data to eqn. 
G), ,IS shown III Figures 2(a) and 2(b). With the phosphorylated 
m.ymc. both CamilIes of ¡mes Il1tersected at the lcft of the l/v­
XIS (results nol shown), suggesting a rapid-equillbrium random 
11I1drng 01' thc free speclcs (Schemc 2b); the best TIt was obtamed 
.y U!-'I!1g cqn (7) Thc estimaled kl!letic parameters are given In 
-ablc 3 

Al pH 8 3. double-reciprocal plals 01 l/v agalllsl ¡/UPEP] al 
xed lcvels of / Mg2~ were lmear (Figure 2e) but plots 01" l/i', 

Kmetlc constants 

A05 
(mM) ACL,,,,, h 

22.9±14 40.8 ± 0.9 1 25:t::O 07 
041±O04 028±001 1.02±O12 

5±1.3 5.5 ± 0.7 0.93±0 37 
n d nd nd 
19.3±2.2 28.8±1.1 117±0 14 
0.61 ± 0.05 0.28 ± 0.01 105±0.08 

against l/L/Mg"!.T] were non-linear at all /PEP concentratlons 
(Figure 2d). The best tit ofthese data, shown in FIgures l(c) al1d 
2(d}, wa.s obtained with eqn. (9), which was den ved ror the 
meehanlsm shown in Scheme 2(c). The est!l11atcd kinctic para­
meters are included 1I1 Table 3. Thls mechanism IS sImIlar to thm 
desenbed for pH 73. but hefe two Mg2+ IOns bll1d to the enzy!11c. 
one as a substrate and Lhe other as aJ1l11hibitor JJ1terfering \\'lth 
the blllding ofthe catalytlc Mg2+ and of MgPEP, but not wlth ¡he 
bir.ding of.f PEPo A modified equatlon, lIldl.lding lcrms ¡IC­

counting for an effect of the !I1hibltor Mg~' In the bindlllg of 
j'PEP, gave poorer fib to Lhe experimelllld dau. Thcrei"ore il 

seems that the si tes al \vhieh the two metal ¡on~ bind partl)' 
overlap. In this respect it IS mterestmg thut two bindmg si tes for 
meta! ions [38] or coneave-downward double-rcClproeal plots al' 
l/v against l/[/MgH

] [26] have bcen reported befare for malze 
leaf PEPe, <.'JthOllgh the lattcr rcporí. eoncluded that thc n011-

¡meanty of the double-reclprocal plots was due to aetlvatlon by 
hlgh concentrations ol' the metal Ion 

Intcrestingly, no activatlon by /PEP was observed 111 ¡he 
prcsence of saturating GIc6P, regardless of the 1"orm al' thc 
enzyme or of the pH of the assay, indicating clthel that blI1ding 
of/PEP and Glc6P is 111utually exclusIve or that both actJvalOr!-' 
share the same mechanlsm of activatlon 

Kinetics in the presence 01 salurating cancenlraticns 01 Gly 

The effects ofGly and Glc6P on the kllletics 01' m,llze lcar PEPe 
are addltive [13,14], even al saturatJl1g concelltratioll~ al' bOlh 
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¡gura 3 Double-reciprocal plots 01 ¡nHial velocity of the non-phosphoryl­
ted form of maize le3f PEPe at saturating bicarbonate concentration in the 
rasente 01 Giy 

111Ial veiocltles were rneasured al pH 7 3 (a. b) 01 pH 8.3 (e. d) wllh ¡PEP (a, el ar fMg2+ 

1, d) as the variable substrate al ¡he lollowlng flxed concenlra!tOn al the other. O 25 (11), 0.33 
J), O 5 (A), 1 O (.~). 2.0 (e) and 4 o (O) mM. Assays were pertormed Llflder ¡he 
andard condlhmlS descr,bed ,n the Mateflals and methods secllOn In lhe plesenee 01 100 
1, b) or 50 (e, d) mM Giy The pomts are lile experimental values and Ihe Itrles are Ihe best 

nf ~he expenmefllai data lo eqn. (8) 

ctivators (A. Tovar-Méndez and R A. Muñoz-Clares, un­
l.lbllshed work). Therefore we expected te observe activation by 
PEP at saturating concentratlOns of G!y if j'PEP bound to the 
Ilc6P allostenc site. In contrast, if ¡PEP bound to the same slte 
s Gly, or to a thlrd allostcric si te eliciting the same allosteric 
'ansitlOn as Gly, G!y should abolish the activation by jPEP. 

To test whether the activation by ¡PEP could be abolished by 
lturatlOn of the allosteric Gly site, the response of PEPe to 
arylng the concentration of/PEP and.fMg was studied in the 
resence of saturating concentrations of the activator As with 
Tlc6P, the affinity of the enzyme for Gly greatly ll1creased as the 
.Jbstrate concentratlOn did (Table 4). Therefore, to ensure 
lturatlon by the activator m the whole range of substrate 
:mcentratlons lIsed in our expenments, the cOllcentrations of 
¡-¡y used in th1S study were chosen on the basis of the apparent 
:tivation constants determllled at the lowest substrate cancen­
·atíons. Becallsc Gly did not produce enzyl11c inlllbition even at 
~ry hlgh conccntrations, we used Gly concentrations that were 
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at least 3-fold the apparent activatlOn constants estlmated at the 
lowest substrate concentratlOIl. 

The inítial velocity patterns of Figure 3, obtulIlcd wlth the 
non-phosphorylated enzyme at pH 73 m the prescnce of 1 00 mM 
Gly (FIgures 3a and 3b) 01' at pH 8.3 111 the presence of 50 mM 
Gly (Figures 3c and 3d), are consistent with random bmdmg of 
the MgPEP complex and the free species and wlth activatJOll by 
fPEP (Schemc 3). The experimental data were best fitted by eqn 
(8), derived from the mcchal1lsm outlmed lJ1 Scheme 3, assuming 
that allligands interacted with tlle enzyl11e in a rap¡d-equ¡libnum 
fashion. Saturation wlth G!y elímll1ated the posltive co-opera­
tivity in the binding ofthe substrate MgPEP 01' ofthe free specles 
to the catalytic site. The sigmoidaJ nature of the satl.lratlon 
kmetics observed only when j'PEP was thc vanable subslralc 
[Figures 3(a) and 3(c) show the corresponding doublc-rcclproea! 
plots] anses fr0111 thc heterotroplc effects produced by lhe blndmg 
of /PEP to the a!!osteric site, as dlscussed aboye. Similar results 
were obtalned with the phosphorylatcd for111 of the enzyme 
(results not shown). The kinetic parameters in Table 5 show that 
the effect of Gly on the affinity of the active sile fol' MgPEP IS 

similar to that of Glc6P, lowenng the K)I~I'LI' to approx. one­
lcnth and one-sixteenth lJ1 thc non-phosphorylated und pho\­
phorylated forms rcspectively. Glycine also lIlcrcased the affiI1!ty 
of :he active site for the free specles, mostly for I Mg~+, which 
resulted in a preferred pathway of binding 01' ¡Mg2

t before 
(PEP.ln contrast, binding ofGlc6P favoured the bmdingofj PEP 
to the free enzyl11e, as shown aboye. lt is then very clear that 
occupation ofthe Glc6P allostenc site has different consequcnccs 
on the kinetics of the enzymc from occupation of thc Gly~ 
allosteric site, although both are activatlllg SltcS ThIS findlllg 
indica tes tlmt the allosteric propertJes of maize leaf PEPe cannot 
be explained by a two-state model, as suggested prevlOusly by 
binding studies [10,40]. 

Interestingly, Gly notably Increases the affinity ofthe allostenc 
sIte for /,PEP Tlms, at pH 7.3, the estimated actlvation constants 
fol' ¡PEP in the non~phosphory!aLed nnd phosphorylatcd fmms 
were approx. one-sixth and one-quarter 111 the presence 01' Gly 01' 

those in Its absence, and approx. one-quartcr at pH 8.3 III the 
non·phosphorylated enzyl11e. This result supports that G!y 
mcreases the bindmg of!igands to both the actIve and the Glc6P­
allosteric sites, as suggested befare [14]. The finclll1g that /PEP 
behaves as an activator even III the presence 01' saturatIl1g Gly 
concentrations shows cieady t\1at Gly and ¡PEP do not share 
either the same bll1ding site or the same mcchanism oC activatlon 

DlSGUSSION 

MgPEP is the true substrale oi maize leal PEPe at the 
physiological concentrations 01 PE?, Mg'" and W in the absence 
01 activators, and Ihe prelerrect substrate in ¡he;r presence 

DiValent metal ions, main!y MgJ +, are essenlla! actlvators of al! 
known PEPes. But whether the metal activa tes them by COl11-

p!exing with the substrate PEP or by complexmg with the 
enzyme is still a matter ofdebate. Severa! studles on PEPe from 
maize ¡ea ves conciuded that the MgPEP comp!ex !s the true 
substrate of rhe enzyme [16,26-28] However, a more recent 
study cla1lned that PEPe bmds the free spccles !l1 an ordercd 
fasLion, wlth Mg H bindmg before PEP [25]. Thls concJ1IsJOl1 \Vas 
drawn from resu!ls obtained in initial veloclty studlCS performed 
on the non-pbosphorylated, tnlllcated enzyme al non-physlo­
loglcal pH 7.8, with vaned total PEP concentrations at severa! 
fixed total Mgll+ concentrations. They argued that the prevlous 
ciaims of preferential bmding of the MgPEP complex to the 
enzyme were based on a misinterpretatron 01' the cxpcnmcnta! 
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able 5 Kinelie constants ef rnaize ieaf PEPe at fixed. saturatlng concenirations of bicarbonate and Gly 

le cancentratlon 01 Gly In the assay medtum was 100 mM al pH 7.3 and 50 mM al pH 8.3. Means±S.E.M lar lhe kmetlc constants were calculated frorr a jl( of the Iflltlall'elocltv data to 
¡n (8) See Table 1 lar a descnptlOfl 01 KMq?:P, 

Non·phospho-PEPC Phospho-PEPC 

Constan! Descnp\lon .oH 73 8.3 7.3 

Y (unlts/mg 01 protem) 4i.3±05 38 7 ± O 3 402±04 
K'{~~E? (/IM) DlssoclatlOn constan! 01 MgPEP ¡rom E MgPEP 6S± 7 33±2 34 ±2 
KPóP (mM) DlssoClatlOn constant o! PEP ¡rom E,PEP 196±5.4 47±O6 9.8±29 
K:.t.'1 (mM) DlssOclatlOn constant 01 Mg2 ... I~om E Mg 4 9±O 9 1 8±D 2 1 2::: 03 
élKP,? (flM) DlssOclatlOn constan! 01 PEP lrom E MgPEP 78±21 99±13 160±47 
ctKM,; (pM) DlssoclatlOn constan! 01 Mg2~ from E.MgPEP 19±4 37 ±4 19±2 
K/E" (mM) Dlssoclal1On constant oí PEP Irom the ailosteflc slte O.6±O,1 1.2 ± O 4 1.7±O6 

ata that arose when the high degree ofsynerglsm in the binding 
f PEP to the enzyme-metal complex was not taken into account. 
l/e did find such a synergism, WhlCh eould be assessed by the 
stimated inreraction factors ll1 lhe cases in whlch tbere is 
1ndom addltion of the free speclcs. Tbese interaction factors 
,ere 0.02 and 0.016 for the phosphorylated enzyme at pH 7.3 in 
le presenee of G!c6P 01' Gly respectlvely, and 0.004 and 0.020 
)1' the non-phosphorylated cnzyme in the presence of Gly at 
H 7 .3 and 8 3 respectively. Therefore the bmding of one of the 
'Ce '<"peclcs to thc activc Sltc cnhances the bindmg of the second 
t least SO-fold. However, it ¡s clear from the results of steady­
~ate studles reported here tllat in the absencc of effeetors and at 
hYSlOlogical pH values and concentrations of free species, 
eithcr of the free species, PEP or Mg2+, blllds to the active site 
fmalze leaf PEPe; Ollly the complex MgPEP does, regardless of 
lC stute of phosphorylation of tlle enzyme. When the affinity 
f the actIve site for its ligands was increascd by raising the 
H 01' the assay mcdium to 8.3, or by mc!uding Glc6P 01' Gly, we 

observed the binding 01' thc free SpCC1CS lO the ,1CtlVC Sitc 
However, even under these condiuons the MgPEP complex was 
still the substrate preferentially bound for the Cree enzymc Thu'i 
the dissociatlOn constants of the MgPEP complcx from ¡he free 
non-phosphorylated and phosphorylated forms of the enzyme 
are around 1/35 to 1/70 those of/PEP or f Mg l

, (Tables 1,3 and 
5), Given the stability constant value of the MgPEP complex 
[21-23] and the concentrution of I Mg~' present Il1 the cylOplas¡-n 
of vegetal cells (O 4 mM) [37], the eytosollc concentratlon oC 
j'PEP is only around IO-fold that ofMgPEP. so formation ofthe 
actlve-site-MgPEP complcx would be favoured over formuuon 
oí' :he active-slte-j'PEP comp!ex. However, il IS dear that jf tbe 
concentratíon of both free specles and theír respective di~­

sociation constants from the actIve site are considered. equal 
amoullts of thc enzyme-MgPEP complex are formed through 
the pathway involving MgPEP and through the patlnvay lll­

volving the free species, because there l~ a high synerglS11l m the 
binding 01' the sccond species once the other has becn bound. 



At pH 83 111 lile absence 01' Glc6P and Gly, the results were 
Jnslslent with a rapid~equi!ibrium ordercd addition of ¡PEP 
erare Mg¿+, which ¡S the samc mechanisJ11 as that faund in the 
rC$ence of Glc6P, as would be expccted Ir (PEP and Glc6P 
Dund to the s,,¡me a!1osteric si te. This mechanism IS op'posite to 
le ordered blllding offMg2~ befare (PEP round by Janc et al 
~5J The reason for the discrepancies between OUT results and 
lOSe 01' these authors are n01 clear at present, although they 
ught be related 10 their use of total concentrations of PEP and 
19¿' 111 their kinetic stud¡es or, most probabIy, te differences in 
lis respcct between the non~truncated aod truncated enzymes. 
he N~terminal regian of maize ¡eaf PEPC Illlght therefore 
lfluencc not only the phosphorylation status of the enzyme 
·1,421 and therefore Its sensitIvity ro mala te 129] but also the 
:latIve affinities of the active site for MgPEP, PEP and Mg2'¡. 

'EP a.!ivales maize leal PEPe by binding lo the Gle6P 
!osle,ic sile 

Uf Illilli.d-veloclty rcsults are conslstcnt with the aetlvation of 
)EP ol' mUlzc ¡cat' PEPC rcgardless ofthc phosphorylation status 
. lhe cnzymc, lhe pH of the assay medium and the presence of 
:tivators other than rhose that bind to the Glc6P slte. An 
ternatlve mechal1Jsm, in which MgPEP is the only substrate 
Id / Mg2 + inJlIbits the reaction by competition with MgPEP, 
lUId also account for our results In the absence ofactivators. In 
IS mechalllsm, the metal ion 111Ight bind to an allosteric si te or 
the active site, but in the latter case binding of fMgH wou\d 

Jt ¡cad lo a productivc enzymc-Mg complex, u:. ¡ MgH 

auld not be the 11rst substrate 10 add, but an inhibitor that 
ould form a true dead-cnd enzyme-Mg complex unable lO bllld 
::P. Because al fixed MgPEP the concentratíon of /Mg2+ 
~creases by a fixed factor when the concentration oC ¡PE? 
creases, and vice versa, it is not experimentally feasible to 
parate thc effects of /Mg2+ [rom those of/PEP. On the basís 
. X2 va!ues and error of the c011stants, poorer fits of the data 
ere obtained with eqn. (4), derived from the rnechanism in 
hlch there is l11hibition by fMg~+, than with eqn. (3), which 
~scr¡bes activa tion by (PEP. M oreo ver , the results obtained In 

e prescnce ol' s<lturating Gly could 1101 be 11tted by equatlOl1s in 
l1ich lhe terms corresponding to activatJon by ¡PE? were 
llllllatcd dnd terms correspondmg to mlllbition byJMgH were 
cludcd Additional cxperil11en tal evidence supporting activatlOll 
I (PE? was obt<-lJ11ed in independcnt experiments 111 which 
:sensillzatlon of the el1zyme to activation by GJc6P by means of 
emica! modification wlth PLP [IOJ al so abolished the activation 
'/PE? (resu!ts not shown). 
In none of the conditions in which activation by (PEP 
IS dctected, the data could be fitted to rate equations cor­
sponding to meehanisms in whichfPEP adds to the allosteric 
e 111 the free enzyme, suggesting that this complex does not 
rm at the concentratíons of fPEP used in our study. Our 
mlts do not allow 1..1S to concJude whether {PEP is able or not 
'ddd to the allosteric slte in the enzyme-Mg complex, which 

rms 111 the presence ofsaturatmg Gly, because similar fits were 
ltamcd 111 both cases, although It was clear that /PEP binds to 
::: cllzymc-PEP and enzyme-PEPMg complexes. We therefore 
nc!uded that under physiological conditions ¡PEP cannot bind 
the allosteric site untl! a ligand of the active site, whether 

gPEP, PEP or Mg2+, is bound In such a mechanism, binding 
/ PEP to the a!losteric Sltc results in actlvation beca use the 

'parent dissociation constant ofthe compiex MgPEP is lowered 
the factor (1 + [/PEPJ/ K.I,'EI') resulting from the formation of 

:": complex PEP-enzyme-MgPEP. In addjtion to this activating 
ect, due exclusively to the kmetlc mechamsm, it J11ight be 
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exp~cted that f PEP could induce a confornmtional change In 
SUbUl11t te which It is bound, as most allo<;teric acllvater!o do, 
leading to (1) al1 increase in the affimty of the enzyme ror tbc 
second substrate bicarbonate, wJ1Jch has been shown to bllld 
after MgPEP [25J, (2) an mcrease in the k':lI' LC. an merease 111 tlle 
rate-lirn.iting step cf the reaction, 01 (3) iiicre¿¡Sed J.tf¡(ll·L1t~ of l!1C 
other subunits for MgPEP or a!iosteric activators. Although. 
before ruling out any effect of the bindll1g al'.f PEP la the 
al!ostenc site on the bindll1g ofbicarbonate, experiments at sub­
saturatmg concentrations 01' this substrate must be performcd, 
the gooé tit of our data to tlle equation dcrived l'rom ¡be 
mechanisms outlined in Schemes 1 and 3 do nOl suppon thc 
suggestlon that / PEP eitbcr induces an allosteric transltlon or 
affects the al10stenc transition tnggered by the substrate MgPEP 
Thercforc the activating effects of / PE? scem to ¡lrIse cxclusl'vely 
l'rom the kllletics al' the reactlOn. 

Physiological implicalions o! the kinelic mechanism 01 maize lea! 
PEPe 
Thc /Mg¿r conccntratlOll III the cytoplas11l of leal" celb has bcen 
reported to be approx. () 4 111M [37] and t11<1t 01' total PEP 
approx. 0.1 and 4 mM dunng the dark and IIght pCflods 
respectively [9]. As discussed aboye, these concentrations are 
eertain!y consistent with exclusive binding of MgPEP lO lhe 
active slte ofthe nOl1wphosphorylated and pho~phoryJated forms 
ofmalze leaf PEPe in the absence of effectors. Thc physiolog\cat 
role of Mg2+ in regulating 01' lhe enzymc aCllvlty IS only thm of 
a substrate, mainly as pan of the MgPEP conlplcx, whcreas that 
ol' PE? IS as a substratc and activatar of thc enzyme 

Glven the low concentrations of MgPEP in vILO, and the 
kinetic properties of the enzyme described here, the degree of 
saturation of the enzyme wiJl be very !ow, partJcularIy during the 
dark periodo Therefore the enzyme will be almost mactive when 
the C1 cycJe is llot in operation, avoiding an unnecessary use of 
PEP. In addition rhe enzyme would be 11lghly responsiye to the 
increases in the levels ofsubstrate and allosteric actlvators, WhlCh 
affect mainly the affinity for the sllbstrate, brought about by 
illuminatJon. 
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1I has been a common practice to assay phosphoeno,pyruvate carboxylase at magnesium 

and bicarbonate concenlrations much higher Ihan ¡he physiological ones. We have now performed 

kinetic studies on the enzyme from Zea maysleaves al 0.4 mM free Mg2
+ and 0.1 mM bicarbonate, 

and found thal both the nonphosphorylated and phosphorylated enzymes exhibited a high degree 

oi cooperativiiy in me binding al phosphoeno,pyrtlvate, a much lower affinily lor this substraíe and 

for activators, and a greater affiniiy tor malate than al high concentrations of these ions. Inhibition 

by malate was overcome by glycine or alanine but no! by glucose-6-phosphate, eilher in the 

absence or presence of high concentrations of glycerol. Alanioe caused significanl activatian al 

physiological concentrations, suggesting a pivotal role for lhis amino acid in regulating maize-Ieaf 

phosphoeno,pyruvate carboxylase activity. Our results showed lha! the maximum enzyme activity 

atlainabie in vivo wouid be iess !han 50% oí lha! atiainabie in vitra under optimum canditions. 

Therefore, !he high levels of phosphoeno,pyruvate carboxylase protein in ¡he cytosol of C4" 

mesophyll cells might be an adaptation for sustaining lhe steady-state rate 01 flux through the 

photosynthetic CO2 assimilation pathway des pite the limitations imposed by the 

phosphoeno,pyruvate carboxylase kinetic properties and the conditions 01 its environment. 



In leaves of C. plants, lhe initial reaction in lhe assimilation palhway of atmospheric CO2 is 

!he essenlially irreversible carboxylation 01 PEP by PEPC (EC 4.1.1.31), which requires Mg2·for ils 

activity (Bandurski, 1955). As in the case of enzymes catalyzing reaclions involving ATP and ADP, 

lhe substraíe of the PEPe catalyzed reae!ion is a complex between Mg ana substrate (Wedding el 

aL, 1988; Rodriguez-Sotres and Muñoz-Clares, 1990; Tovar-Méndez el al., 1998). This is 

surprising considering !ha! lhe stability constan!'of MgPEP (0.18 mM) (Woid and Ballou, 1957) is 

very low compared lo lhe slability constants 01 MgATP or MgADP (63 and 4 mM, respectively) 

(Dawson el al., 1986). Because Ihe amount of fMg2. estimated lo be in Ihe plan! cytosol is only 0.4 

mM, which il is no! believed lo drastically change under any plausible physiological condition 

(Yazaki el al., 1988), Ihe cy!osolic MgPEP concentration will be only abou! one tenlh 01 the PEP 

concentration. We have recently proposed !ha! Ihe main fealures of !he kinetics of maize leal 

PEPe wou!d lead to en enzyme mostly inactive under the physiologicai concentraiions oí the 

substrate il the concentrations 01 allosleric activators are low (Tovar-Méndez et al., 1998). 

Tne PEPC catalyzed reaction had been regarded as a non rate-controlling step of the CO2 

assimilation pathway in ¡eaves of maize plants, because the ex!ractab!e PEPC activiri was in grest 

excess 01 Iha! needed for lhe observed flux of !his photosynthe!ic process (Avdeva and And reeva, 

1973; Usuda, 1984). However, Ihe importance of this step in the photosynthetic metabolism of C, 

planls is underscored by the complex ragulalion 01 the activi!y 01 Ihe C, PEPC isoenzyme, which 

indicates an important role in !he control 01 the rate of CO2 assimilation. Al physiological pH, e, 

PEPC is activated homotropically by its substrate MgPEP (Tovar-Méndez el al., 1998) and 

heterotropically by phosphorylated sugars (Coombs el al., 1973; Wong and Davies, 1973) and 

neutral amino acids (Nishikido and Takanashi, 1973; Bandarian el al., 1992), and inhibited by 

dicarboxylic acids (Huber and Edwards, 1975). The enzyme is additionally controlled by 

phosphorylation on an N-terminal Ser residue (Jiao and Cholle!, 1988) which causes a decrease in 



affinity for!he dicarboxylic acids (Jiao and Cholle!, 1988; Echevarria el al., 1994) and an increase 

in affinity for PEP (Duff el al., 1995) or MgPEP (Tovar-Mendez el al., 1998). Recentiy, in a study of 

Amaranthus edvlís mutants !ha! have reduced amounts of PEPC, conlrol coefficients of 0.26 and 

0.39 were determined fer \he wild-type and mutan! enzymes, respectively, al high Iight and ambient 

e02 concentration (Dever el al., 1997), implying ¡ha! PEPe protein is noi in excess. 

To understand the role of PEPC in varying !he llux through the CO2 assimilation pathway of e, 

planls, under a wide range of conditions, one needs to understand the degree to which !he enzyme 

is sensitive lo changes in concentration of substrates and putative regulators in vivo. In so me 

sludies, care has been taken to simulate in vivo conditions by assaying !he enzyme in !he presence 

01 !he estimated cytosolie concentrations of PEP and allosteric effectors (Doncaster and Leegood, 

1987; Echevarría el al., 1994; Gao and Woo, 1996) or in the presence 01 high concentrations of 

glycerol, to simu!ate conditions of high proteio concentration (Stamatakis el al., í990). However, 

these studies were carned out al high, nonphysio!ogica! concenlrations of Mg2
+ ancl, consequent!y, 

substrate MgPEP. Moreover, the other substraie oí me PEPC reacUon, bicarbonate ion, has also 

been used aí much higher concentrations than its estimated concentration (77 ¡,¡M) in mesophyl! 

cell cytosol under air and normal illumination conditions (Jenkins el al., 1989). Because regulation 

01 PEPe activity by metabolite effectors (Doncaster and Leegood, i 987) or by post-translational 

modiiicatlc, is mostly exerted al subsaturating concentrations 01 substrate (Huber and Sugiyama, 

1986; Echevarrfa el al., 1994), the use of high substrate concentrations wou!d lead to erroneous 

estimates of in vivo PEPC activity and confusion about !he role and relevanee 01 115 mechanisms 01 

regulation. 

The study presented here investigated !he kinet'lcs features 01 maize-Ieaf PEPe at 

concentrations of fMg2
+ and bicarbonate close to those existing in vivo, in an attempt to understand 

how Ihe kinetic features determine the responses 0'1 the enzyme to changes in the envlronment. 



Our results showed lha! (i) inhibition by malate could be overcome only by Gly or Ala but no! by 

Glc6P, even when the enzyme is fully phosphorylated and in ¡he presence of high concentraiions 

of glycerol, (ii) the nonphosphorylated enzyme may exhibi! appreciable activity even al low 

concentration of tPEP if the activators are presen!, and (iii) the maximal enzyme activity atlainable 

in vivo if PEP and activators are saturating would be less than 50% of the maximum activity 

a!tainable in vitro under ihe same conditions with saturating bicarbonate. 

MATERIALS AND METHODS 

Chernicals and Siochemicals 

PEP (monocyelohexylammonium sal!), NADH (disodium salt), Glc6P, malate, Gly, Ala, 

porcine heart malie dehydrogenase, and Hepes were purchased from Sigma Chemieal Co (SI. 

Louis, MO). EDrA (disodium sal!) was from Merck KGaA (Darmstad!, Germany). Al! o!her 

chemicals of analylical grade were from standard suppliers. 

Enzyme Purification ana Assay 

The purification procedüíe of the non\runcated and nonphosphorylated, night-form, PEPC 

from Zea mays L. ev Chalqueño leaves and Ihe storage conditions of ¡he pure enzyme were as 

deseribed elsewhere (Tovar-Méndez el al., 1997). PEPC activity was measured 

speetrophotometrically with a coupled enzyme assay using malate dehydrogenase, and following 

Ihe oxidation of NADH al 340 nm with a Beekman DU-7500 speetrophotometer equipped with a 

kinetics software package as described (Tovar-Méndez et al., 1998). The specific activity 01 ¡he 

enzyme preparation used, determined in a standard assay in the presence of 5 mM IPEP and 10 

mM tMg'· al pH 7.3 and 30°C, was 33 ~mol min-1 mg protein·'. The enzyme preparation was fully 

phosphorylated in vitro by the method described by Duff et al. (1995). The phosphorylation status 

01 PEPC was assessed as deseribed in Tovar-Méndez el al. (1998). 



Kinetic Stuc!ies 

Steady state ínítial velocity studies were performed at 3QoC in a final volume 01 0.5 mL 01 

100 mM Hepes-KOH buffer (pH 7.3), 1 mM EDTA, 0.2 mM NADH, and 8 units mL"01 malate 

dehydrogenase wilh lhe concenlrations of NaHCO tPEP, fMg2
', malate, Glc6P, Giy, Ala Oí , ~ 

glycerol stated in each experiment. The amounts 01 total magnesium (as MgCI2) and tPEP used lo 

give lhe desired concentrations of the free species weíe calculated using ¡he procedur8 and 

dissociation constants of MgPEP, MgGlc6P, and MgGly complexes described by Tovar-Méndez el 

al. (1998). The dissociation constants used for Mgmalate and MgAla were 28.2 mM and 10 mM 

respectively (Dawson el al., 1986). No exogenous bicarbonate was added lo lhe assays in which 

Ihe concenlration 01 bicarbonale was 0.1 mM. Theoreticai calculations (Segel, 1976) assuming a 

partíal pressure of CO2 01 300 f!bar give a concentration of bicarbonate of 107 ¡.tM in aqueous 

solutions al pH 7.3 in equifibrium with air. We conñrmed ihis theoretical value by end-point 

determinations following a modification 01 the method described by Bauwe (1986). Briefiy, we 

determined the amounl of NADH produced in an coupled assay al 30°C, using pure maize leal 

PEPe and sa\ura\ing concentTations 01 PEP and ivlgz
+ wiihout adáing exogenous bícarbonate. 

Assays were initiated by the addition of í o to 15 ¡.tg 01 PEPC lo cuvettes with 10 mM bicarbonate 

and 50 to 100 f!g to cuvettes with 0,1 mM bicarbonate. The progress of lhe reaetian was followed 

during Ihe first 30 s. To avoid cold inactivation (Kleczkowski and Edwards, 1990), the enzyme was 

kept at room temperature lhroughout Ihe experiments, which were started at least 3 h after thawing 

the frozen enzyme preparation. We used an enzyme preparation in which PEPe is telrarnerie, as 

assesed by exelusion ehromatography and indicated by the lack 01 hysteresis in assays in which 

Ihe reaetion was allowed to proceed lor several min. PEPC cannot significantly dissociate during 

the assay procedure in any 01 the conditions tested, given (hat the hall-time lor dissociation in the 

Q 
u 



incubation mixture in the absence of substrates is very long (30 mio in Ihe presence 01 20 mM 

malata and 190 min in its absence) (Tovar-Méndez and Muñoz-Clares, unpublished results). Each 

point shown in Ihe figures is the average of duplicate determinations. Initial velocities are 

expressed in units (ftmol 01 pnoduct formed min·'). We display Ihe results of the kinetics oí 

saiuration of ihe enzyme by ils substrate PEP by considering tPEP as the variable substrate, 

instsad of fPEP or MgPEP to facilitate Ihe evaluation of the effects of ¡he differení conditions tesiecl 

in Ihe physiological range of concentration 01 Ihis metabolite. 

Data Analysis 

PEPC kinetic data were analyzed by nonlinear regression calculations using a commercial 

computing program formulated with the algorilhm of Marquardt (1963). Kinetic data depending 

upon varied concentration of substrate were fitted to Ihe Michaelis-Menlen equation (equation 1) 

for hyperbolic kinetics, lo the Hi!! equatlon (equalion 2) for sigmoidal kinetics, or to the substrate 

inhibition equation (equation 3), 

v= Vma,.[SV(í<; + [S]) (1 ) 

v= V""".[S)"/(Sos" + [S]") (2) 

v= Vmax.[S]/{1<;, + [S](1 + [SJ/f(s)}, (3) 

where v is the experimentally determined initial velocity, Vma, the maximum velocity, [S] Ihe 

concentration of Ihe variable substrate, K, and So s the concentration of substrale that gives half-

maximum velocity, f(s the inhibition constant lor the substrate, and n the Hill number. 

In the experiments in which the concentration 01 ¡he aclivator was varied at constan! 

concentration of substrates, equations 4 or 5 were used to ñt the data lo hyperbolic or sigmoidal 

saturation curves. 

Va = {( Va"", - v,)[AJ/(Aos + [A])} + 110, (4) 

() , 



(5) 

where Va and Vo are !he initial velocitiesin the presence and absence 01 activator, respectively, v""", 

is the highest velocity obtained at saturating activator concentrations, [A] is the activator 

concentration, and Aa 5 is ¡he concentration of activator tha! gives half-maximum aclivation al fixed 

concentrations of substrates" 

When the concentration of inhibilor was varied al constal1t concentration of substrates, Ihe 

experimental data were fitted to equation 6 or 7 for data conforming lo hyperbolic or lo sigmoidal 

binding 01 the inhibitor, respectively: 

v, = Vo IbIJ /(Iso + [1]) (6) 

(7), 

where ~ and Va are !he initial velocities in !he presence and absence 01 inhibitor, respectively, /so is 

th t t" f" ·"b"j Ih t" h II " " h"b"t" d ti]" ,h "h"b"' e caneen ra Ion o Inq! Lor ~,.a~ g!ves .8"wmaXlmum In .. ! t ion! an ti IS lile lnl ¡ ¡lOí 

concentralion" 

The points in !he figures are the experimentaliy determined values, whereas lhe curves are 

calculated from ñts 01 these data by !he appropriate equation" The best fits were determi'1ed by the 

relative fit error, error 01 the constants and absence 01 significant correlation between the residuals, 

and ather relevant variables ¡ike observed veJocities, substrate concenlration, and data number" 

RESULTS 

Effects of Mg2+ on the Kinetics of Saturation of PEPe by PEP 

Figure 1 shows the saturation kinetics 01 nonphosphorylated PEPe by IPEP al 0.4 and 10 

mM fMg2- and al saturating bicarbonate (10 mM)" The assays were carned out at pH 7.3, which is 

!he reported pH 01 the cytosol 01 C,-mesophyll celis (Rajagopalan et al., 1993)" As expected from 



!he lae! !hat Mg PEP is Ihe reaetion substrate, !he kinetics of sa!uration by ¡PEP al 0.4 mM fMg2
• 

were cleariy differen! from those at 10 mM, bo!h in !he absence and in the presenee 01 effeetors. 

V""' values al 0.4 mM fMg2
' were very similar lo !hose al 10 mM under all eonditions tested, but lhe 

apparent 5;¡.s for !PEP values were around 4 foid higher al 0.4 ¡han al 1 e mM fMg2
' (resuits not 

shown). There were importan! differences in !he degree of cooperative binding 01 PEP by !he 

enzyme, as indicated by Ihe HiII number, particularly in !he presence of 5 mM malate where we 

estimated a Sos(IPEP) value of 13.4 mM and a nvalue of 3.4 ± 0.2 a! the low Mg2
' concentration. 

Even in the absence of malate, PEPe, which exhibi!ed a poor cocperativity al 10 mM fMg2. (n = 1.4 

± 0.1), becomes an enzyme quite responsive lo ehanges in IPEP eoncentralions when assayed al 

004 mM fMg2
• (n = 2.1 ± 0.2). Qualilatively similar results were oblained wilh !he phosphorylaled 

form (results not shown). 

Given ¡he kinetic properties of PEPe, !he differences in initial veloeity between the two 

magnesium concentrations were importanl in !he ¡PEP concentration range 010.1 to 3 mM (Fig. 1, 

shaded area), especially in !he presence of the inhibitor malate. These two concentrations of PEP 

are believed to be ciose to (hose exisüng in t'1e cjltosol of the mesophyii ceiis during !he dark and 

light periods, respeetively (Leegood, 1985; SUtt and Heldl, 1985; Doncas!er and Leegood, 1987). II 

is elear Ihal !he potential in vivo PEPe ac!ivity would be greaUy overestima!ed il assays were 

carned out at Mg2
• concentrations higher Ihan lhe physiological ones. 

Eff~ts of fMg2+ on the Kinetics of Saturation of PEPe by Effectors 

The known effectors 01 PEPe, activators such as Glc6P and Gly, and inhibitors such as 

malate, exert their action mainly at low concentralions of substrate (Doncaster and Leegood, 

1987). Because of !hal, and since !he true substrate of maize leaf PEPe is the MgPEP complex, 

!he evaluation of !heir effects should be greatly dependent on the concentration of the metal ion 

1 1 , , 



used in lhe enzyme assays. This was indeed found to be the case. As can be seen in Figure 2, lhe 

enzyme activities measured in lhe presence of Glc6P (Fig. 2, A and C) or Gly (Fig. 2, B and D) 

were much lower al physiological lhan al high fMg2+ concentration, especially al 0.1 mM tPEP (Fig. 

2, A and B) where ¡hey were very !ow even at saturating concentrations 01 any of the activators. 

However, when both aclivators were present, lhe activities oí ¡he enzyme measured at 0.4 mM 

fMg" were slightly higher than those al lG mM fMg2
+ in the absence of activators. C0f1CSntra!;ons 

of Glc6P higher than 15 to 20 mM resulted in inhibition of Ihe enzyme (results no! shown) as 

previously reported (Mújica-Jiménez el al., 1998). No inhibition by Gly was observed even al very 

high coneentrations. 

The concentration 01 lhe metal ion in !he assay medium also affected lhe A05 values, which 

measure lhe apparen! affini!y of the activators for !he enzyme, and Ihe degree of cooperativi!y in 

their binding, as assessed by lhe Hill number. The affini!y 01 !he enzyme for Gly was müch iower 

¡han for GIc6P al 0.1 mM tPEP bu! it was very similar for both activators al 3 mM PEPo Thus, ¡he 

ratio between t'le ~.5 fOi GIc6P vaiues determined al 0.1 and 3 mM ¡PEP was 2.5 whereas the 

same ratio in the case of Gly was almos! 13. Given the reciproci!y in Ihe heterotropic effects, il is 

expected !hat, in ¡he range of concent"8tion 01 IPEP from 0.1 lo 3 mM, Gly causes greater 

increases in !he binding of lhis substrale to the enzyme than Glc6P when both activators are al 

equimolar concentralions. This was in fae! observed in lhe experiments shown in Figure 1 (8 and 

C). Al 3 'mM PEP, saturation of the enzyme with Gly was noncooperative whereas ¡ha! 01 Glc6P 

was still cooperative. In addition, lhe activi!y measured at saturating Glc6P was mueh lower lhan 

lhat at saturating Gly. Again, similar results were found with lhe phosphorylated form of the enzyme 

(results not shown). 

The kinetics of saturation by malate were also greatly affected by the concentration 01 fMg2' 

(Fig. 3). The inhibilor concentration required to inhibit 50% was about 3 lo 5 fold lower al low 



compared lo high fMgl +, depending on !he concentration 01 tPEP. Under our experimental 

conditions, the binding 01 malate lo the enzyme was noncooperative, except at 3 mM tPEP and 10 

mM fMgl
+ when !he best lit 01 !he dala was achieved using equation 8 (yielding a Hill number 01 1.6 

± 0.1). This is an indication !ha! the enzyme may exis! in al leas! mo slates in equilibrium, one 01 

which wouid be stabilized by the substrate and lhe olher by malate. The high concentration 01 

s:Jbstrate in the lalter expenment wou!d displace !he equiiibrium towards t'1e enzyme form not able 

lo bind malate. 

Taken together, Ihese results show tha! !he effecls of !he activa!ors are overestimated and the 

effects of the inhibitor underestimated il a high, nonphysiological concenlration 01 !he me!al ion is 

used in !he assays. 

Effects of Activators on the Inhibition by rilaiate at 0.4 mM fMg2
? 

II has been reported lhat Glc6P effectively overcomes the inhibition by malate (Huber and 

Edwards, 1975; Echevarria et al., 1994). On Ihe olher hand, Gly has been found lo be more 

effective lhan Glc6P in Ihis respee! (Gao and Woo, 1996). Because (hese studies 'Nere carried out 

at high concenlrations 01 Mgl +, we were interested in examining the effects 01 Glc6P and Gly, alone 

and in combination, on the /50 lor malate 01 the nonphosphorylated and phosphorylated PEPe 

lorrns al 0.4 mM fMgl
+. In Table I are given !he results of these experimenls carned out al !he same 

two fixed concentration of tPEP as aboye: 0.1 mM and 3 mM. Under all the condilions tested, Gly 

was much more effective in preventing inhibition by malate !han was Glc6P, conftrrning the report 

01 Gao and Woo (1996). The effects of 10 mM Gly were especially significan! al 3 mM PEP, where 

the activator increased !he /", lar malate more lhan 10-fold in both enzyme lorms. At the same PEP 

concentration, 10 mM Glc6P caused only a 2 to 3 fold increase. When both activators were 

presen!. the Iso value was increased with respect to !he value in the absence 01 activators 17 and 



23 fald in lhe nanphosphorylated and phosphorylaled forms, respecUvely. Interestingly, the ratios 

of the ICiJ values 01 lhe phosphory1ated form lo lhe ICiJ values of lhe nonphosphorylated form are 2 lo 

3 fald lower al low compared to high PEP coneentration. Thus, lhe parUal desensitizaoon of lhe 

enzyme to ¡he inhibitor malata caused by phosphory1ation is increased by high PEP concentrations 

and by the presenee of activators (Le. under the eonditions presumably prevailing during the light 

perlod of the dayj. 

Kinetics of Saturation of PEPe by PEP, GicSP, GIl', or Malate at 0.4 mM fMg2
+ and 

0.1 mM Bicarbonate 

The coneenlration 01 bicarbonate in the cytosol 01 maize mesophyll eells has been estimated lo 

be as low as 77 IlM (Jenkins et al., 1989). This eoneentraUon is mueh lower lhan lhose commonly 

used in the assays of PEPC, which were 1 (Echevarrfa el al.. 1994; Düff el al., 1995; Gao and 

Woo, 1996; Ogawa el al., 1997), or 10 mM (Uedan and Sugiyama, 1976; Doncaster and Leegood, 

1987; McNaughion el ai., 1989; Gillinta and Graver, 1995; Dong el 011.,1997; Tovar-Méndez et al., 

1998), concentrations \ha! are at least 10 lo 100 fold the K", for bicarbonate of ¡he C, PEPC ('Jedan 

and Sugiyama, 1976; Bauwe, 1986; Janc el al., 1992; Dong el al., 1997). To see whelher our 

conclusions might be affected qualitatively andJor quanti!atively by low biearbonate concentration, 

we studied !he kine!ics of saturation of lhe nonphosphorylaled and phosphory1ated forms oi PEPC 

by IPEP or by Glc6P, Gly, or malate at 0.4 mM fMg2
+ and 0.1 mM bicarbonate. Allhough we are 

aware lhal lhis concentration is snll higher !han Ihe physiologieal one, we eh ose il lo simplify lhe 

experiments. No exogenous biearbonate had lo be added to lhe cuvette, thus avoiding possible 

errors in estimating its concentranon, and no further precautions, such as extensive degassing and 

isolanon of lhe samples from air, are required. The resulls are shown in Figure 4, and lhe apparent 

kinetic paramelers oblained by lhe bes! nonlinear fil oi !he experimental initial velocily data to the 



appropriate equations are given in Table 11. Assaying ¡he enzyme al low concentrations of 

bicarbonate resulted in ¡ncreases in the eslimated values of ¡he So 5 ter IPEP and ¡he Ao 5 tor Gly 

and Glc6P, and decreases in lhe ~ lar malate values with respee! to lhose found al a high, 

saturating bicarbonate concentration. These nndings are in agreement wilh previous reports 

(Ogawa et ai., 1997; Parvalhi el al., 1998). Interestingly, lhe Hill numbers were not affected by 

lowenng the concenlration of bicarbonate 1 OO-fold. 

As can be seen in Figure 4, !he activity of lhe phosphorylated form was highe' than lha! of the 

nonphosphorylated form al subsaturating concentralions of tPEP, bu! slighfty lower at satura!ing 

and near-saturating concentrations of lhe substra!e. The increase in lhe affinity of lhe enzyme for 

the substrate MgPEP brought about by phosphorylation, and so far observed at high, saturating 

concentrations of bicarbonate, was lherefore also observed al subsaturating concentrations. The 

different effects 01 G!c6P and G!y on enzyme activity were also observed al low bicarbonate. Thus, 

al 3 mM tPEP lhe binding oi Glc6P was still cooperative whereas lha! of Gly was no\. The highest 

activity measured at saturating concentrations oi the activators was indicative of saturation 01 the 

enzyme by lhis substrate concentration in the presence of Gly bu! not in (he presenes oí Glc6P. 

When 20 mM malate was added lo lhe assay medium to simulate near physiological 

conditions, the kinetic differences between Glc6P and Gly were accentuated. Figure 5A shows !he 

kinetics of saturation 01 ¡he phosphorylated PEPC by Glc6P or Gly, at 3 mM tPEP, 0.4 mM fMg2
• 

and 0.1 mM bicarbonate in \he presence 0120 mM malate. The effects on PEPC activity of Ala, lhe 

most abundant neutral amino acid in mesophyll ce 115 (Weiner and Heldt, 1992) was also studied. 

Saturating the enzyme with Glc6P caused a rise 01 only about 3-fold in lhe velocity, which was slill 

well below Ihe one measured at the same substrate concentration but in lhe absence of malate 

and GIc6P. Saturating lhe enzyme wilh Gly or Ala caused a 150-fold increase, yielding the same 

enzyme activity observed in !he absence 01 malate and presence of saturating concentrations of 



!he neutral amino acids. As a consequence, the maximum activity obtained under Ihe conditions oí 

lhis assay al saturating Glc6P is only about 2% 01 the maximum activity measured al saturating Gly 

or Ala. Moreover, the estimated -405 lor Glc6P is only 1.4-lold higher ¡han tha! detenmined in the 

absence of malate and otherwise identicai conditions whereas ihe estimated -40, lor Giy is . 

increased 13-fo!d. These findings suggest ¡ha! malate effectively prevents the binding 01 Gly, and 

vice versa. Both ligands are mutually exclusive. In contras!. Glc6P and malate appear to bind 

simultaneously to the enzyme, even though both are mutually competitive to a small degree. The 

resulting enzyme-malate-Glc6P complex 5eems no! to bind the substrate (i.e., il behaves as an 

inhibited enzyme form). As it is shown in Figure 58, qualitatively the same results were obtained 

when !he experiment was performed in the presence 01 20% (v:v) glycerol to simulate [he low water 

activity level likely existing in vivo. Saturating concentrations 01 Gly or Ala completely overcome 

malate inhibition, whereas saturating Glc6P only caused small increases in the enzyme activity 

determined in its absence. Moreover, PEPe inhibition occurred when Glc6P was increased above 

15 or 20 mM in the absence or presence of glycerol, respectively (not shown). Although the 

enzyme activity in the absence 01 activators was notably higher in !he presence than in Ihe 

absence 01 glycerol, indicating [ha! glycerol opposed to malate inhibition in SOrne degree, i! is 

interesting tha! !he maximum activity reached al saturating concentrations 01 neutral amino acids in 

the absence of glycerol was very similar to Iha! in ils presence. 

Whalever the mechanism 01 interaction be!ween the !WO kinds 01 activators and malate, it is 

clear from our results that GIc6P by ilself is a very inefficient activator 01 PEPe if malate is present. 

Thus. !he neutral amino acids, particularly Ala, would be mueh betler activators oi the enzyme !han 

Glc6P under the conditions prevailing during the day. 

As a summary 01 !he results described aboye, Figure 6 shows the combined effects of 

phosphorylation, activators, and PEP concentranon on the activity 01 the phosphorylated and 



nonphosphorylated forms of the enzyme, al concentrations of fMg2
• and bicarbonale clase to Ihe 

physiological ones, in Ihe absence and presence 01 20 mM malate. Al the lowesl PEP 

concentration, the activities of both enzyme forms were neg!igible uniess high concentrations of 

bo!h activators were present, particularly in !he presence 01 malate. It can be seen Ihal 10 mM Gly 

produced higher increases in PEPe activity than 10 mM Glc6P, Also, Ihe activities 01 the 

phosphorylated form were always higher !han those 01 the nonphosphorylated form, bu! the 

dilferences between both forms were small in Ihe absence 01 malate. The advantages 01 

phosphorylation were cleany seen in the presence 01 the inhibitor. However, phosphorylation by 

itsell, without concomitan! increases in tPEP, was not able lo cause a significant increase in 

enzyme activity. Thus, al 0.1 mM IPEP and 20 mM malate, !he activity 01 Ihe phosphorylated 

enzyme when both Glc6P and Gly (10 mM each) were present was only 2.7% 01 the maximum 

activity al saturating MgPEP and bicarbonate, On ¡he other hand, without phosphorylation PEPe 

activily was equally low al 2.2% 01 \he maximum aClivity, even al high PEP and acliva\or 

concentrations (Fig. 6). 

DISCUSSION 

Effect of Mg2
? and PE? in the Response of the Enzyme to its A!losteric Effectors. 

The kinetics 01 PEPe at DA mM fMg" are quite dilferen! lrom the kinelics al high fMg2' (Figs, 

1, 2 and 3), The experimental data shown in Figure 1A are fully consistent with !he kinetic model 

we have recentiy propased for maize leal PEPe (Tovar·Méndez el al., 1998), and they gave a very 

good fit lo Ihis model when fPEP or MgPEP are considered as the variable sUbstrate, yielding 

identical V",., and Sos for MgPEP values regardless 01 !he metal ion concenlration (results not 

shown), Thus, ihe resul!s in !his paper support !he role of magnesium ions in the kinetics 01 the 

enzyme as part 01 !he MgPEP complex. 
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nonphosphorylated forms of the enzyme, at concentrations 01 fMg" and bicarbonate el ose to ¡he 

physiological ones, in the absence and presence 01 20 mM malate. Al the lowest PEP 

concentration, the activities of both enzyme lorms were negligible unless high concentrations 01 

both activaiors were present, particularly in the presence 01 malate. It can be seen tha! 10 mM Gly 

produced higher increases in PEPe activity than 10 mM Glc6P. Also, the activities of the 

phosphorylated form were always higher Ihan those of the nonphosphorylated form, but the 

differences between both forms were small in the absence 01 malate. The advantages 01 

phosphorylation were clearly seen in the presence 01 ¡he inhibitor. However, phosphorylatlon by 

itsell, without concomitant increases in tPEP, was no! able to cause a significant increase in 

enzyme activity. Thus, al 0.1 mM tPEP and 20 mM malate, !he activity 01 the phosphorylated 

enzyme when both Glc6P and Gly (10 mM each) were present was only 2.7% 01 the maximum 

aciivity al saturating MgPEP and bicarbonale. On Ihe other hand, without phosphorylation PEPe 

activity was equally low al 2.2% 01 the maximum adivity, even al high PEP and aclivator 

concentrations (Fig. 6). 

DISCUSSION 

Effect of Mg'· and PEP in the Response oi the Enzyme te its Allosteríc Effecters. 

The kinetics 01 PEPe al DA mM fMg" are quite differen! from !he kinetics al high fMg" (Figs. 

1, 2 and 3). The experimental data shown in Figure 1A are fully consistent wiih ihe kinetic model 

we have recently proposed lar maize leaf PEPe (Tovar-Méndez el al., 1998), and they gave a very 

good fit to this model when fPEP cr MgPEP are considered as the vanable substrate, yielding 

identical V."., and So, far MgPEP values regardless of the metal ion concentration (results not 

shown). Thus, Ihe results in ihis paper support Ihe role 01 magnesium ions in the kinetics 01 the 

enzyme as part 01 the MgPEP complex. 



As par! 01 the substrate, Mg2
- indirectly affects ¡he binding of the allosteric Iigands to the 

enzyme. The same reasoning applies to PEPo We attempted to determine whether, in addition, 

fMg2- or fPEP could directiy modulate the response 01 the enzyme lo ils effectors by comparing ¡he 

results obtained at 10 mM fMg2+ will-¡ those obtained at 0.4 mM f{"ilg2 .... 

For nonessential activators, the relationship between the .405 value and the normalized 

substrate conceniration ([SJ//(,) is 

A - If't V ií .¿. iS'{ V\!f J P"''l/I/\ 
'O5- ..... /'8\!' l jff's}f\U"'T"l';::'J'f\) (8) 

where a is the interaction factor, which describes Ihe inftuence Iha! the binding of the substrate has 

on ¡he binding of ¡he activator and vice versa, and /(, is the activation constant (i.e. the dissociation 

constan! of lhe activator from the complex enzyme-activator). When there is cooperative binding of 

the substrate and activalor, equation 8 becomes: 

.405 h= a K,h{1 + ([S]ISos)"}l{a + ([S]/Sosn (9) 

When bicarbonate is saturating, lhe reaction catalyzed by PEPe may be considered a single 

substrate reaction in which !he normalized substrate concentra!ion ([Sjl.5;,5)' is related lo Ihe initial 

velocity, ~. byequation 10, which was derived from the Hill equation (equation 2 ) 

vJ( Vínax- ve) " (!S]I So sr (10) 

Thus, combining equations 9 and 10, it is possible to relate the .40 5 value with the degree of 

saturation of the enzyme by !he substrate, indicated by Ihe ratio 01 the initial velocity in the absence 

01 inhibitor lo the corresponding maximum veJocity (vJ V~.,): 

.40, '= K,ltl {1 + v,N~., (ila -1)} (11 ) 

Assuming that Glc6P and Gly be ha ve as nonessential activators able lo bind lo the free 

enzyme and lo the enzyme-substrate complex. and taking into accoun! the degree of satura!ion 01 

lhe enzyme by MgPEP (measured as vj V~'" under each condition) and the .40, obtained al the IV/o 

10 
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concentration 01 fMg'·, it is thus possible to estimate theoretical values tor Ka for a given value of a 

using equation 11. 

Similarly, the Iw value for a competitive inhibitor is an apparent kinetic pararneter related lo lhe 

dissociation consían! oí ¡he inhibitor-enzyme complex, 1(, and to Ihe normalized ccncentration of 

the substrate by the following expression (Segel, 1975): 

40= Ai (1 + [S]/I(,) 

Oí when there is cooperative binding of the substrate and inhibitor·. 

Iwh= I(h{i + ([S]/I(,)'} 

Combining equations 10 and 13, we oblain: 

Iso" = K,h 1(1 - vJV maJ 

( 12) 

(13) 

(14) 

Thus, assuming that malate behaves as a competitive inhibitor with respeet to MgPEP, we can 

estimate theoretical /(values using equation 14 and (he experimentally determined Iw vaiues. 

Under saturating bicarbonate, vJV ma, is a measure of the amount of lhis complex relative to 

total enzyme. Therefore, tor a given MgPEP concentration, the 1(, and 1( values estimated by 

equations 11 and 14, respectively, should be independent oí the cOf\centration of Mg1
+ and PEP, ií 

these ligands affec! the binding 01 lhe aliosteric effectors only !hrough the formation 01 the enzyme­

MgPEP complex. This was found lor malate and Glc6P, wilhin experimental error, bu! lor Gly we 

found importan! differences between ¡he theoretical 1(, values estimated al low and high fMg'· and 

also between those estimated al low and high tPEP lor any given value 01 (J. (no! shown). 

Therelore, the binding 01 Gly appears no\ only lo be dependent on the steady state level of the 

enzyme-MgPEP complex but also on the level 01 lhe enzyme-Mg or enzyme-PEP complex. This 

conclusion is consisten! with our previous finding that Gly greatly in creases the binding of fMg2
+ 

and fPEP lo Ihe active site 01 lhe enzyme (Tovar-Méndez el al., 1998) and might explain why!he 

,4¡ ¡ lor Gly changed lo a much greater ex\ent than the ,4¡ 5 for Glc6P when Mg or PEP were varied 

1() 



in él given concentration range (Fig. 2). Although Gly promotes lhe binding 01 fMg2' 10 the active site 

more than tha! of fPEP, we have also shown that fPEP aetivates ¡he enzyme by binding lo the 

Gic6P allosteric site (Tovar-Méndez et al., 1998). In faet, Gly in creases !he affinity of (he a!!osteric 

site lor fPEP. Therelore, il is expecled !ha! the fPEP bound lo the allosteric site would have a 

positive effects on the binding 01 Gly, as has been lound lor phosphomycin, another ligand 01 thls 

allosterie sita (Mújica-Jiménez el al., 1998). 

Effect of Bicilrbonate in the Response of ine Enzyme te PEP aná tlle Allosíeric 

Effecters. 

We observed a decrease in V""" and an increase in .5¡¡ 5 lor tPEP when ¡he concentration of 

bicarbonate was reducad from 10 lo 0.1 mM al 0.4 mM fMg2-. .Kinetic studies 01 maize leal PEPC 

carried out at pH 7.8 indieated that the addition 01 PEP and biearbonate to PEPC is ralldom, bu! 

the reaelion pathway in which biearbonate adds afier PEP is preferred (Janc el al., 1992). In such a 

meehanism, V"", is a lunction 01 the concentration of bicarbonate (Segel, 1975): 

app V_ '" Vrn.,[bicarbonateV{I\,,(bicarbonate) + [biearbonate]} (15) 

Therelore, the 2-fold decrease observed in ¡he Vrna, valve when the concentration of 

bicarbonate was lowered is accounted for by the kinetic mechanism assuming that the 

f\,,(bicarbonate) al pH 7.3 is 0.1 mM (Dong el al., 1997). The decrease in the apparent affinily of 

the enzyme for tPEP could also be explained by the kinetic mechanism if the value of the 

dissociation constant of MgPEP from Ihe free enzyme is higher Ihan the value of its dissociation 

constan! from !he enzyme-MgPEP-bicarbonale complex in a random mechanism, or il the valve of 

¡he dissociation constant of MgPEP from !he free enzyme (/\a) is higher than f(,,(MgPEP) in a 

steady state ordered mechanism (Segel, 1975). However, in a previous study Janc et al. (1992) 

found !hat K.a is considerable lower !han I\,,(PEP). These discrepancies may anse beca use these 



autnors used tPEP and tMg in their experiments and they anaJyzed their data considering tha! the 

PEPC-catalyzed reaction has Ihree substrates, Mg, PEP and bicarbonate. 

Assuming ¡ha! the allosteric transition takes place llpon formation 01 the enzyme-MgPEP 

complex, the observed errecis ¡ha! decreasing fue concentration of bicarbonate had on the affinity 

of the enzyme for its allosleric reguJators couJd be expJained il ¡he steady slate leveJs oí ¡he 

enzyme-MgPEP compíex were Jower at Jow compared la high bicarbonate. This would imply sorne 

degree 01 syiiergism in me bíndíng 01 both substrates, which is consisten! wíth the observed effects 

01 bicarbonate on the apparent affinity for tPEP al a ñxed fMgZ- concenlration. The f1nding tha! 

changing !he concentraUon of bicarbonate 100-fold did no! arree! !he degree of cooperatívity 

observed in the kinetics of saturation by IPEP rules out a cooperative binding of bicarbonate under 

our experimental conditions, in agreement with previous results (Uedan and Sugiyama, 1976; 

Bauwe, 1986; Janc el al., 1992; Dong et al., 1997). However, Parvathi el al. (1998) observed 

cooperativity in me binding al bicarbonate lo (he enzyme and pos\ulated a bicarbona\e-induced 

conformational change to explain the errects 01 this ion on me sensítivity of the enzyme to its 

allosteric effectors. 

Possíble Physiological Role of Allosteric Regulation 

Despite ¡he low in!racellular concentration of fMgZ-, all the potential activity 01 ¡he enzyme 

could be realizad if the levels of tPEP were high enough lo produce saturating concentrations of 

MgPEP. However, consider'mg !ha! ¡he 5;,s(tPEP) under near physiological conditions is al leas! 10 

mM. the levels of tPEP required tor saturation 01 the enzyme would probably no! be attainable in 

vivo. By increasing the affinity of !he enzyme lor MgPEP, any 01 fue allosteric activators would 

allow satura!ion al much lower tPEP concentrations, particularly if the in vivo water activiiy 

resembles tha! in !he presence 01 20% glyceroi. Because we assayed a tetrameric PEPe, the 



observed effects of Ihe allosleric aclivators or of glycerol in PEPe activity are due to aetivator- or 

glycerol-induced conformational changas that did no\ ¡nvolve changes in the aggregation slate al 

the enzyme, in agreement with ¡he finding 01 homolropie and heterotropic effecls in ¡he tetramenc 

(Oim af maize leaí PEPe (Tovar-Méndez el al., 1995; Mújica-Jiménez el al., 1998). With respee! lo 

glycerol, il is known ¡ha! cosolutas tha! alter water activity can affee! the affinities of sorne pro!eins 

for their ligands withoui affecting lheir slate 01 aggregation (Coiombo et al., 1992; Rand e! al., 

The two allosteric sites are by no means redundan!. Besides connacting the CO2 assimilation 

pathway with !he metabolie pa!hways 01 phosphorylated sugars and neutral amino acids, [he 

ligand-bound allosteric sites aflec! ¡he binding of the substrate MgPEP and inhibitor malate in quite 

dlfferen! ways. These kinatic differences acquire speeial relevanee under condilions clase to those 

prevailing under illumination (Fig. 5) when the degree of actívation of the enzyme biought about by 

Glc6P is much lower ¡han that brought about by neutral amino acids. It is importanl lo poin! out tha! 

Ihe magnitude of the effects 01 bo!h kind 01 activators on malate inhibilion can no! be fully 

appreciated by measuring increases in 1'iIl for malate caused by a flxed concentration oí a given 

activatar (Echevarría e! al., 1994; Gao and Woo, 1996). To evalua!e the full poten!ial 01 !he 

activalors in !he presenee of ¡he inhibitor, il is necessary to determine the maximum anzyme 

aclivity achieved at satura!ing concentration of the activator and at fixed, physiological 

concentration 01 ¡he inhibitor. 

Among the phosphorylated sugars which bind lo the allosteric Glc6P site, Glc6P is the 

strongest activalor (Doncaster and Leegood, 1987; Bandarian el al., 1992; Mújica-Jiménez et al., 

1998, Tovar-Méndez and Muñoz-Clares, unpublished results). Because 01 this, it is to be expected 

that saluration of the site by ano!her phosporylated sugar will not result in higher PEPe activity 

than tha! determined al saturating Glc6P. The Glc6P site could be important during the night or al 



¡he onsel 01 illumination, before ¡he build up of malate Iha! takes place during the first hour alter 

illumination (Rodriguez-Sotres el al., 1987). Once ¡he levels of malate are high, saturanon 01 the 

Glc6P site would give only a marginal advantage. It is interesting Iha! increasing !he concenlrations 

of G!c6P above 20 mM would no! resuit in further ¡ncreases in PEPe activity. In fact, inhibition 

results, However, il is no! likely !ha! inhibi!ion would occur in vivo beca use concentrations of triase 

phosphate and Glc6P esiirnated !o t!xisl under conditions ef illumination do no! exceed this level 

'S;.ik- a"~ HA''''!''' ~1"I85' \ ~IU IIU ICIUl, I ~ J. 

Our results indicate tha! the allostenc site lor neutral arnino acids is crucial for achieving 

appreciable !evels of PEPe activity under near physiological conditions, Differen! from the 

phosphorylaled sugars, Ihe neutral amino acids do not inhibi! PEPe at high concentrations. 

Therefore, Ihey will produce further increases in ¡he ac!ivity even Ihough their levels were 

increased aboye 100 mM. Under conditions of illumination the concentration in mesophyli cytosol 

01 two ligands af !hls sita, Gly and Ser, are low (Weiner and Heldt, 1992) bu! the concenlrations of 

Ala are high, 30-40 mM (Leegood, 1985; Weiner and Held!, 1992), enough lo arise PEPe activity 

signiñcantly, even in the presence 01 high concentrations 01 malate, as shown in Fig. 5. Thus, Ala 

may be the principal ligand 01 \his allosterle site, and the degree of saturation 01 PEPe by Ihis 

amino acid will be high enough to anse ils activity significantly, even in \he presence 01 high 

concentrations of malate. 

We estima!ed thal !he limi!ing PEPe activity atlainable in vivo, il saluration by MgPEP 

takes place, would be !ess than 50% of Ihe maximum activity attainable in vitro under optimum 

conditions 01 bicarbonate concentration. Laisk and Edwards (1997), on the basis of very different 

8xperiments, proposad ¡hat the activity 01 e, PEPe during steady state condit"lons 01 

photosynthesis is 25% af the maximum enzyme capacity, The high level of PEPe protein in the 

cytoplasm of e,-mesophyll cells of plants (Uedan and Sugiyama, 1976; Hague and Sims, i9BO) 



might be an adaptation for sustaining fue steady state rate of flux through the photosynthetic CO2 

assimilation pathway despite the limitations imposed by [he PEPe kinetic properties and the 

conditions of its environment. 
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gure 1. Kinetics of saturation of nonphosphorylated maize-Ieaf PEPC by ¡PEP al 10 mM 

caruonate and al 0.4 (O) or 10 mM (41) fMg'· in ¡he absence (A) and presence of 10 mM Glc6P 

3), 10 mM Gly (C) or 5 mM malate (O). in !he concen!ralion range of tPEP used in ¡hese 

)xperiments (0.028 to 22.4 mM), MgPEP concentrations ranged from 0.0017 to 1.36 mM al 0.4 mM 

IMg'· and from 0.0173 to 13.84 mM al 10 mM fMg". fPEP concenlrations (trianionic form) ranged 

from 0.0236 to 18.91 mM al 0.4 mM fMg", and from 0.0096 to 7.69 mM al 10 mM fMg'·. The poínts 

are the experimental data. The lines are the result of the best fit 01 !he experimental data to 

equalion 1, 2 or 3 as appropriate. The shaded area corresponds to the estimated physiological 

range of IPEP concentration. 

Figure 2. Kinetics of sa!uration 01 nonphosphorylated maize-Ieal PEPC by Glc6P (A and C) in the 

absence (0,11) and presence of 50 mM Gly (O) and by Gly (8 and O) in the absence (.,111) and 

presence (O) of 10 mM Gle6P. The concentrations al fMgz
+ in the assays were 0.4 (l1li,0) or 10 

mM (I!l), and tPEP was 0.1 mM (A and B) or 3 mM (C and D). The points are the experimental 

data. The lines are Ihe result al the bes! lit 01 the experimenta! data to equation 4 or 5 as 

appropriate. Within parenthesis are given the >405 values estimated for each data set. 

Figure 3. Kinetics of saturation 01 nonphosphorylated maize-Ieal PEPC by malate al 0.4 (~,III!) or 

iD mM (0,0) IMg" and 0.1 mM (A) or 3 mM (B) tPEP. The insel shows Ihe saturatíon by malate 

at 0.4 mM fMg" and 0.1 mM tPEP in a small scale. The points are the experimental data. lhe lines 

are the resul! of the bes! fit of 1he experimental data to equatíon 6 or 7 as appropriate. In Table II 

are given the corresponding concentralions 01 fPEP and MgPEP. Wíthin parenthesís are given the 

~ 5 values estimated for each data se!. 



Figure 4. Kinetics 0101 saturation of nonphosphorylated (1I!l) and phosphorylated (O) maize-Ieaf 

PEPC by PEP (A), Gly (B), Gle6P (C) and malate (D) al DA mM fMg2
• and 0.1 mM bicarbonate. 

Assays were carried out under the standard conditions described in Materials and Methods. In 8, e 

and D the tPEP concentration was 3 mM. 

Figure 5. Kinetics of saturation of phosphorylated maize-Ieaf PEPC by Glc6P (111), Ala (O) or Gly 

in the absence (f#) and presence (O) 01 10 mM Glc6P and in the absence (A) or presence (S) 01 

20% (v:v) glycerol. The insets show the saturation by Glc6P in a small seale .. Assays were earried 

out in !he presence of 20 mM malate al 3 mM tPEP, 0.1 mM bicarbonate, and DA mM fMgN
. The 

points are (he experimental data. The lines are the result of the best fit 01 the experimental data to 

equation 4 or 5 as appropriate. 

Figure 6. Effects oi activators on the specific activity al nanphosphorylated (dark bars) and 

phosphorylated (white bars) maize-Ieaf PEPC in !he absence (A and B) and presenee of 20 mM 

malate (C and O). Assays were performed at 0.1 (A and C) or 3 mM (8 and D) tPEP, DA mM fMg' + 

and 0.1 mM bicarbonate in the absence or presence of 10 mM Glc6P or 10 mM Gly as indicated. 

The enzyme activily al each condition, as a percentage of ¡he maximum activity achieved al 

saturabng concentrations of MgPEP and bicarbonate, is given aboye each bar within parenthesis. 
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Figure 3. Tovar-Méndez et al. 
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rabie lo Effect of activators on the 10.5 for malate ot the nonphosphorylated and 

ohosphorylated forms ot maize leaf PEPe al pH 1.3, 0.4 mM fMg ;', and 10 mM bicartJonate 

Values ± SD are given in mM and were es!imated by !he bes! fit to equation 6. 

Enzyme 

forrn 

tPEP 

mM 

Nonphosphorylated PEPC 

0.1 

3.0 

Phosphorylated PEPC 

0.1 

3.0 

Control +10mM 

Gle6P 

+ 10mM 

Gly 

0.17 ± 0.01 0.23 ± 0.04 0.47± 0.05 

0.34 ± 0.04 0.77 ± 0.04 4.78 ± 0.23 

0.37 ± 0.02 0.49 ± 0.Q3 0.67 ± 0.04 

1.53 ± 0.16 5.38 ± 0.16 17.1 ± 0.6 

+ 10 mM Glc6P 

+ 10mMGly 

1.74±0.08 

5.82 ±O.24 

3.61 ± 0.03 

34.9 ±2.0 



Tabie 11. Apparenl kinefic parameterS oi Ihe nonphosphorylated and phosphorylated forms oi 

maize leaf PEPe al pH 7.3, 0.4 mM fMg 2', and O. 1 mM bicarbonate 

Values ± SO were estimated by íhe best tit lo equatíons 2, 5, and 6 for saturatíon by tPEP, by 

GlcBP or Gly, and by malate, respectively. 

Parameler Nonphosphorylated Phosphoryfated 

Saturatíon by ¡PEP 

VmsAunits mg proteio") 13.4 ± 0.3 11.0 ± 0.5 

~.5 (mM) 12.3 ±0.3 9.1 ± 0.6 

n 2.1±O.1 2.0 ±0.2 

Saturation by GIc6pa 

va _ (uoíts mg prote¡o") 5.5 ± 0.2 5.8 ± 0.1 

Au5(mM) 3.9±O.3 2.0 ± 0.1 

n 1.7 ± 0.1 1.6 ± 0.1 

SaturaUon by GI)'" 

va max (units mg proteio") 16.1 ±O.S 11.5±O.2 

..405 (mM) 14.S±1.6 3.1 ±0.3 

n 1.0±O.1 0.9 ± 0.1 

Saturation by malate' 

Iso (mM) 0.27 ± 0.01 0.72 ± 0.017 

'The apparent kinetic parameters were determined al 3 mM tPEP. 



7. DISCUSiÓN GENERAL 

Dado que los resultados de este trabajo se presentaron y discutieron por separado, 

a continuación se hace una discusión integrada de todos ellos. 

A) La PEPC teíramérica de hoja de maíz, posee las propiedades a!ostéricas 

descritas para la enzima en estudios cinéticos de velocidad inicia! 

Los estudios de unión indican claramente que la forma tetramérica de la enzima 

presenta las propiedades alostéricas homotrópicas y heterotrópicas observadas en 

estudios cinéticos de estado estacionario [Coombs ei al., í 973; Nishikido & 

Takanashi, 1973; Huber & Edwards, 1975; Uedan & Sugiyama, 1976], y que 

concuerda con que los resultados en nuestros experimentos cinéticos de velocidad 

inicial son atribuibles a la forma tetramérica de la PEPC, dada la lenta disociación del 

tetrámero de la PEPC en el medio de reacción [sección 6.1.1]. El hecho de que el 

tetrámero de la PEPC posea las propiedades alostéricas descritas para la enzima, es 

de gran relevancia, pués si la regulación alostérica"de la enzima se basara en un 

proceso de asociación-disociación, existiría la posibilidad de que no ocurriera in vivo 

dada la elevada concentración de PEPC (37.5 ~M) que se ha estimado existe en el 

citoplasma de las células del mesófilo en hojas de plantas C4 [Jiao & Chollet, 1991). 

Lo anterior argumenta en contra de la relevancia de la regulación in vivo por 

cambios en el estado de agregación y nos permite proponer que la disociación de la 

enzima no tiene significancia fisiológica. 

A este respecto, poco después de la aparición de nuestro trabajo [Tovar-Méndez 

ei al., 1995, en sección 6.1.2.1.J, el significado no fisiológico del proceso de 

asociación-disociación fue sugerido en la revisión hecha por Chollet et al. (1996), 

considerando como evidencia que las formas fosforilada y no fosforilada de la PEPC 

de hojas de plantas C4 y CAM, tienen el mismo estado de agregación y, sin embargo, 

presentan diferente sensibilidad a inhibición por malato [McNaughton ei al., 1989; 

Weigen & Hincha, 1992]. 
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B) Papel de fMg2+, fPEP Y MgPEP en el mecanismo cinético de la 

fosfoenolpiruvato carboxilasa de hoja de maíz 

En la literatura de la PEPC existe la controversia respecto a que especies 

reconoce el sitio activo: algunas evidencias indican que el complejo MgPEP es el 

verdadero substrato de la enzima [Mukerji, 1977; Wedding et al., 1989; Rodríguez­

Sotres & Muñoz-Clares, 1990]. Sin embargo, también se ha reportado que son las 

especies libres de magnesio y de PEP las que se unen a la enzima [Janc et al., 

1992J. Por esta discrepancia y porque todos estos estudios fueron hechos con enzima 

truncada del extremo ami no terminal, nos planteamos caracterizar cinéticamente la 

saturación de la PEPC con magnesio y con PEP, para interpretar adecuadamente el 

papel del magnesio y del PEP como substratos y como posibles reguladores de la 

actividad de la enzima. Con el fin de conocer cual es el substrato de la enzimain vivo, 

la saturación fue analizada en un intervalo de concentraciones de magnesio y de PEP 

cercanas a las fisiológicas. El análisis de los datos (Artículo 1] nos permitió concluir 

que, en ausencia de activadores, el substrato de la enzima es el complejo MgPEP y 

que, la presencia de concentraciones saturantes de Glc6p o de Gly, el sitio activo de 

la enzima puede unir a las especies libres, pero con muy baja afinidad; siendo el 

substrato preferencial el complejo MgPEP. 

Janc et al. (1992) concluyeron que las especies libres son las que se unen a la 

enzima y no el complejo MgPEP, esta discrepancia con nuestros resultados 

probablemente sea consecuencia de que ellos en sus experimentos utilizaron las 

concentraciones totales sin considerar que el Ión magnesio y PEP forman el complejo 

MgPEP. Esto porque, los gráficos de dobles recíprocos de datos obtenidos en 

experimentos como los hechos por Janc et al. (1992) pueden conducir a errores de 

interpretación, como es concluir que la enzima reconoce a las especies libres y no al 

complejo MgSubstrato [Giachetti & Vanni, 1991J. 

Evidencias indirectas sugerían que fPEP puede ser un activador de la PEPe 

[Jenkins et al., 1986; Rusting et al., 1988; Rodríguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1990; 

Rusting el aJ., 1991J. Nuestros resultados demuestran que fPEP se une al sitio 

alostérico activador para GIc6P [sección 6.1.2.2.; Artículo 1J y que activa por su unión 
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al complejo enzima-MgPEP [Articulo 1], así la activación por fPEP parece ser debida 

al mecanismo cinético y no a un cambio conformacional inducido por su unión. A este 

respecto, nuestros resultados sugieren que la cooperatividad en la saturación de la 

enzima por MgPEP tiene dos componentes, uno debido a la cooperatividad de unión 

de MgPEP al sitio activo y otro debido a la activación por fPEP. 

e) La regulación de la PEPe de hoja de maíz 

La significancia fisiológica de un efecto regulatorio observado in vitre es siempre 

dudoso, particularmente cuando las condiciones in vivo (pH, concentración de 

substratos, nivel de efectores, etc) no están establecidos inequívocamente. Sin 

embargo, datos de esta naturaleza permiten la construcción de modelos tentativos 

concernientes a la situación prevaleciente en las células. 

Con vistas a estimar la relevancia de la regulación de la PEPe por metabolitos y 

por fosforilación, realizamos los experimentos mostrados en el Artículo 2, donde se 

estudió la cinética de las formas de la enzima prevalecientes en la noche (no 

fosforilada) y en el día (fosforilada) considerando las concentraciones reportadas de 

fMg2
+ [Yazaki et al., 1988], de bicarbonato [Jenkins et aJ., 1989 J, de malato [Stitt & 

Heldt, i 985aJ y de protones [Raghavendra et al., 1993; Yin et al., 1993] presentes en 

el citoplasma de las células del mesófilo de hoja maíz durante los períodos de luz, así 

como la concentración de PEP y los cambios de este melabolito inducidos por luz en 

hojas de plantas de maíz [Leegood, 1985; Stitt & Heldt, 1985; Leegood & van 

Caemmerer, 1988J. 

Fosforilación de la PEPe 

Nuestros resultados demuestran que la fosforilación de la PEPC aumenta su 

afinidad por el complejo MgPEP (y por las especies libres) y no afecta 

significativamente su Vmax sugiriendo que la constante catalítica de la enzima no se 

modifica como consecuencia de su fosforilación [resultados en Artículos 1 y 2J. Estos 

resultados están de acuerdo con que la PEPC extraída de hojas de maíz expuestas a 

la luz tienen mayor afinidad por PEP que la enzima extraída de hojas mantenidas en 

obscuridad, y con que la Vmax no se afecta por la exposición de las hojas a la luz 
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[Huber et al., 1986; Ooncaster & Leegood, 1987J, ya que la fosforilación de la PEPC 

es inducida por luz de hojas de plantas C4 [Jiao el al., 1991; Jiao & Chal/el, 1991; 

Ouff & Chollet, 1995J. También, explican que la actividad de la enzima medida a 

concentracioneS saturantes de substratos no cambia con la fosforilación de la PEPC 

[Nimmo el al., 1987J. Aunque otros autores reportaron que la fosforilación de la 

PEPC de hojas de sorgo aumenta ambos, la afinidad de la enzima por PEP y laVmax 

[Ouff et al., 1995J. 
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Figura 7.1. Representación gráfica de la relación entre el/50 para malato y la 

fracción de saturación de la PEPe por MgPEP (expresada comovolVmax). Los datos 

son de la PEPC fosforilada (O) y de la PEPC no fosforilada (.), del Artículo 2. Las 

líneas son el ajuste de los datos a la ecuación 14 del Artículo 2. 

La fosforilación de la PEPe disminuye la afinidad (medida coma/50) de la enzima 

por malato [Nimmo et al., 1987; Echevarria et al., 1994; Ouff et al., 1995; resultados 

en Artículo 2]. Este efecto de la fosforilación puede ser consecuencia del aumento de 
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la fracción de saturación de la enzima por MgPEP, resultante de que la enzima 

fosforilada tiene mayor afinidad por MgPEP. Ya que, como se indica en el Artículo 2, 

el 150 es una medida aparente de la afinidad de la enzima por malato que depende del 

grado de saturación de la enzima por MgPEP. Sin embargo, la relación entre el/50 

para malato y la fracción de saturación de la enzima por MgPEP (expresada como 

vJVmax), es diferente entre la PEPC fosforilada y la PEPC no fosforilada [Figura 7.1., 

página 38], lo cual indica que efectivamente la fosforilación disminuye la afinidad de la 

PEPC por maiato y que la afinidad aparente de la PEPC (fosforilada o no fosforilada) 

por malato depende del grado de saturación de la enzima por MgPEP. 

La Aa 5 para los activadores Glc6P y Gly no se ve afectada por la fosforilación de la 

PEPC a concentraciones saturantes de bicarbonato [Artículo 1 y 2J, sin embargo, 

nosotros observamos una disminución del Aa 5 para Glc6P y para Gly (de 2 y 4.5 

veces, respectivamente) a concentración subsaturante de bicarbonato [Tabla I en 

Articulo 2]. No tenemos una posible explicación para este fenómeno. Una 

observación interesante es el hecho de que el Aa 5 por Glc6P y el Ao.5 por Gly 

determinado a fMg2
+ 0.4 mM y a PEP total 3 mM, aumenta 2 y 9 veces 

respectivamente, como consecuencia de la disminución de la concentración de 

bicarbonato de 10 a 0.1 mM [Figura 2 y Tabla I en Artículo 2]. Por lo cual, es posible 

que bajo condiciones subsaturantes de bicarbonato la fosforilación pueda afectar de 

manera indirecta, la afinidad aparente de la enzima por Glc6P y por Gly. A este 

respecto, en la PEPC de hojas de sorgo, el Ao.5 para Glc6P [Ouff et al., 1995; Bakrim 

et al., 1998] y para Gly [Bakrim et al., 1998J determinada a bicarbonato 1 mM, 

disminuye ligeramente como consecuencia de la fosforilación de la PEPC. 

Finalmente, se ha propuesto que el proceso de fosforilación-defosforilación es el 

punto central en la regulación de la PEPC de plantas C4 [Jiao & Chollet, 1991; Chollet 

et al., 1996J el cual propone que la forma no fosforilada es menos activa, más 

sensible a inhibición por malato y menos sensible a activación por Glc6P, que la 

forma fosforilada. Sin embargo, nuestros resultados nos permiten concluir que la 

fosforilación regula a la PEPC principalmente aumentando su afinidad por MgPEP y 

disminuyendo su afinidad por malato. Así, nuestros resultados advierten que el 
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modelo propuesto por el grupo de Chollet [Jiao & Chollet, 1991; Chollet el al., 1996J 

no es del todo correcto e incompleto. Aunque claramente la fosforilación es parte 

importante de la regulación positiva de la enzima, como lo demuestran los resultados 

en el Artículo 2 y el hecho de que el estado de fosforiíación de la PEPC influencia la 

fotosíntesis in vivo de sorgo y de maíz [Bakrim el al., 1993J. 

Activación por nexosas y tri osas fosfato. 

Se ha descrito que G!c6P tiene un efecto mixto sobre la saturación de la PEPC de 

hoja de maíz por PEP (a concentración rija del ión magnesio) y que elimina la 

cooperatividad de dicha saturación [Coombs el al., 1973; Uedan & Sugiyama, 1976]. 

La aclivación de la enzima por Glc6P produce un ligero aumento en laVmax [Coombs 

el al., 1973; Uedan & Sugiyama, 1976; datos en la presente tesisJ. En cuanto al 

efecto de Glc6P sobre la afinidad de la enzima por el substrato, nosotros lo 

estudiamos con mayor detalle. Así, encontramos que concentraciones saturantes de 

Glc6P disminuye fuertemente la SO.5 de la enzima por MgPEP y favorece la unión de 

fPEP al sitio activo de la enzima libre (unión que no se observa en ausencia de Glc6P 

en el intervalo de concentración de fPEP usado) [Artículo 1]. Además, Glc6P elimina 

la cooperatividad de la saturación por substrato (MgPEP y fPEP) del sitio activo de la 

enzima y elimina la activación por fPEP (como consecuencia de que se unen al 

mismo sitio), lo que se refleja en la pérdida de coopeíatividad en la saturación de la 

enzima por fPEP [datos en Artículo 1] o por PEP total a concentración fija de fMg2
+ 

[Artículo 2] ó a concentración fija de Mg2
+ total [Coombs et al., 1973; Uedan & 

Sugiyama, 1976]. 

A fMg2
+ 0.4 mM el aumento del 150 para malato inducido por Glc6P 10 mM es muy 

pequeño tanto en la PEPC no fosforilada como en la PEPC fosforilada [Tabla I en 

Artículo 2); a altas concentraciones del ión magnesio (10 mM), Glc6P 3 mM no afecta 

en 150 de la enzima extraida de plantas de maíz expuestas a la luz (presumiblemente 

fosforilada) es nulo [Gao & Woo, 1996), aunque en PEPe de sorgo fosforiladain vjfro 

Glc6P 15 mM aumentó aproximadamente 5 veces el/50 para malato (determinado a 5 

mM del ión magnesio) [Bakrim et al., 1998]. Lo anterior sugiere que el efecto de 
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Glc6P sobre el/50 para malato depende de la concentración de substrato (MgPEP) y 

de la concentración de Glc6P. Por lo que, una aproximación a la relevancia fisiológica 

del efecto antagonista de Glc6P sobre la inhibición de la enzima por malato es el 

experimento mostrado en la Figura 5 [Artículo 2], donde se muestra que cuando la 

PEPe fosforilada se satura con Glc6P en presencia de concentraciones fisiológicas 

de malato (20 mM), a concentraciones fisiológicas de substratos (MgPEP y 

bicarbonato), de fMg2
+ y de protones prevalecientes durante los períodos de luz, la 

inhibición de la enzima pOi malato no se elimina. Éste resultado sugiere que la unión 

de malato y de GIc6P a la PEPe no es mutuamente excluyente. A este respecto, 

Glc6P se une a la enzima de forma muy similar en ausencia y en presencia del 

inhibidor malato, como lo indican nuestros hallazgos de que elLa.5 y el número de Hill 

de la cinética de unión de Glc6P a su sitio alostérico [Tabla 1 en memorias en 

extenso] y que el Aa 5 Y el número de Hill de la cinética de estado estacionario de la 

activación por Glc6P de la PEPe [Tabla I y Figura 5 del Artículo 2] no se afectan 

considerablemente por la presencia de malato. Sin embargo, la protección máxima 

ejercida por Glc6P frente a la insensibilización a activación de la PEPe por Glc6P 

[Tabla I en memorias en extenso] y la actividad de la enzima saturada con Glc6P 

[Tabla 1 y Figura 5 del Articulo 2J es mucho menor en presencia de malato. Lo cual 

indica que la enzima puede unir simultáneamente a malato y a Glc6P y que el 

complejo enzima-malato-Glc6P no une a MgPEP, comportándose como una enzima 

inhibida. 

Es posible especular que el papel del sitio alostérico activador para Glc6P (al que 

se unen triosas fosfato, hexosas fosfato y fPEP) puede ser relevante para la 

activación de la enzima bajo condiciones en las que la concentración de malato sea 

baja. Como es el caso del periodo de obscuridad y/o del inicio del periodo de luz 

[Rodríguez-Sotres el a/., 1987]. 

Activación de la PEPe por aminoácidos neutros 

Se ha descrito que Gly tiene un efecto mixto sobre la saturación de la PEPe de 

hoja de maíz por PEP (a concentración fija del ión magnesio) [Nishikido & Takanashi, 
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1973; Uedan & Sugiyama, 1976; Stiborová & Leblová, 1985J y que no elimina la 

cooperatividad de dicha saturación rUedan & Sugiyama, 1976; Gillinta & Grover, 

1995). Nosotros comprobamos que la activación de la enzima por una concentración 

saturante Gly produce un ligero aumento en la Vmax [Artículo 1 J. Como en el caso de 

Glc6P, el efecto de Gly sobre la afinidad de la enzima por el substrato, fue estudiado 

con mayor detalle. Así, encontramos que concentraciones saturantes de Gly 

disminuye fuertemente la So.s de la enzima por MgPEP y favorece la unión de fMg2
+ y 

en menor grado de fPEP al sitio activo de la enzima libre (unión que :10 se observa en 

ausencia de Gly en el intervalo de concentración de fMg2
+ y de fPEP usado) [Artículo 

1]. Además, Gly elimina la cooperatividad de la saturación por MgPEP y por fMg2
+, del 

sitio activo de la enzima, y no elimina la activación por fPEP, provocando que en 

presencia de concentración saturante de Gly se presente cooperatividad positiva 

aparente en la saturación de la enzima por fPEP [datos en Artículo 1J o por PEP total 

[datos en Artículo 2] a concentración fija de fMg2
+, o por PEP total a concentración fija 

de Mg2
+ total rUedan & Sugiyama, 1976; Giilinta & Grover, 1995]. 

La activación por aminoácidos neutros no fue considerada por mucho tiempo como 

un factor importante de la regulación de ésta enzima. Probablemente esto sea debido 

a un antiguo reporte donde se indica que sólo la enzima PEPC de plantas C4 

monocotiledóneas es activada por aminoácidos neutros como G!y [Nishikido & 

Takanashi, 1973J. Sin embargo, estos experimentos fueron realizados a pH 8.5 en 

presencia de 0.6 mM de MgPEP (PEP 1 mM y magnesio 10 mM), condiciones en las 

que Gly activa marginalmente la PEPe de hoja de maíz [Tabla 4 en Artículo 2]. 

Además, reportes recientes [Gao & Woo, 1996; Bakrimet al., 1998J han planteado la 

necesidad de considerar la activación de la PEPC por aminoácidos neutros, en vista 

del marcado aumento del/50 para malato inducido por la presencia de aminoácidos 

neutros como Gly o Ala. Nuestros resultados [Figura 5 en Artículo 2] resaltan la 

relevancia de la activación por aminoácidos neutros, ya que en condiciones cercanas 

a las fisiológicas de substratos (MgPEP y bicarbonato), de fPEP, de fMg2
+ y de 

protones presentes durante los períodos de luz, la inhibición de la PEPC fosforilada 

por concentraciones fisiológicas de malato (20 mM) puede ser contrarrestada 
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¡mente si se considera la activación por aminoácidos neutros. Probablemente Ala 

el aminoácido activador principal de la PEPC considerando la elevada 

:entración de Ala (30-40 mM) que se ha estimado está presente en las células del 

ófilo de maíz durante el peííodo de luz [Leegood, 1985; Stitt and Held!, 1985]. 

actividad de la PEPC es limitada por la concentración intraceluiar de iones 

gnesio, de bicarbonato y de PEP 

_a concentración tan baja de fMgz
+ (0.4 mM) presente in vivo [Yazaki el al., 1988] 

:ermina que sólo una pequeña proporción del PEP presente en la célula del 

¡sófilo se encuentre complejado con magnesio, por lo cual, la concentración del 

bstrato (MgPEP) de la PEPC es mucho menor a la concentración de PEP 

:racelular. Otra limitante es la concentración de bicarbonato como lo muestra la 

:tividad de la PEPe cuando se determina a una concentración cercana a la 

'evalecíente in vivo, ya que es aproximadamente la mitad de la actividad 

eterminada a concentraciones de bicarbonato saturante [Artículo 2]. 

La concentración de PEP es otra de las !imitantes. En las hojas de maíz durante el 

leríodo de obscuridad la concentración intracelular de PEP es baja (de 0.1 a 0.5 mM) 

f aumenta cuando las hojas se exponen a la luz por la exposición a la luz (de 2.5 a 

4.5 mM) [Leegood, 1985; Stitt & Heldt, 1985; Leegood & van Caemmerer, 1988J. Este 

cambio en la concentración de PEP es esencial para que la actividad PEPe aumente 

ya que sin este cambio, aún considerando la activación de la enzima por fosforiiación, 

por Glc6P y por Gly, la actividad de la PEPC es muy pequeña [Figura 5 y 6 en 

Artículo 2), Sugiriendo que el incremento de PEP es fundamental para el aumento de 

la actividad de la PEPe y en última instancia para la fijación de COz por las hojas de 

maíz. 

Un modelo tentativo de la regulación de la PEPe de hojas de maíz 

Dada la baja concentración intracelular de PEP estimada en hojas de maíz durante 

períodos de obscuridad [Leegood, 1985; Stitt & Heldt, 1985], la PEPe permanece casi 

inactiva [Figura 6 en Artículo 2J. Cuando las hojas de maíz se exponen a al luz, se 

presenta incrementos en la concentración intracelular de PEP, de azúcares fosfato, 
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de aminoácidos neutros, y de malato [Williams & Kennedy, 1978; Leegood & Furbank, 

1984; Stitt & Heldt, 1985; Rodríguez-Sotreset aJ., 1987], por lo cual es posible que en 

los primeros tiempos de la exposición de las hojas de maíz a la luz, la actividad de la 

enzima aumente principalmente porque el incremento en la concentración de PEP, 

azúcares fosfato y aminoácidos neutros, contrarrestan la inhibición de la PEPe 

producido por el aumento de la concentración de malato y, conforme aumentan los 

niveles de malato, aumenta la importancia de la activación por aminoácidos neutros. 

El el máximo de la fosforHación de la PEPe se alcanza aproximadamente a las dos 

horas de que la planta de maíz [McNaughton et aJ., 1991J o de sorgo [Pierre el al., 

1992] se expone a la luz, mientras que el cambio en los niveles de PEP, azúcares 

fosfato y de aminoácidos neutros en las células de maíz, se dá en los primeros 

minutos de exposición a la luz de la planta de maíz [Williams & Kennedy, 1978; 

Leegood & Furbank, 1984]. Por lo cual, durante la exposición prolongada de las 

plantas de maíz a la luz, la inhibición de la PEPe por malato es contrarrestada por el 

efecto sinérgico de la fosforilación de la PEPe y por la importante activación de la 

PEPe por aminoácidos neutros (como se muestra en la Figura 5 en Articulo 2), 

principalmente Ala cuya concentración citosólica en células del mesófilo durante el 

período de luz es alta (30-40 mM) [Leegood, 1985; Weiner & Heldt, 1992]. 

Un aspecto importante de resaltar es que aunque Glc6P favorece la activación de 

la enzima por Gly en presencia de malato 20 mM en condiciones de luz (Figura 5 en 

Artículo 2), este efecto no se presentó con altas concentraciones de glicerol (20 % 

v/v); por lo cual, si consideramos que la presencia de glicerol simula el ambiente 

citosólico de la célula, este resultado sugeriría que en esas condiciones Glc6P, y 

presumiblemente tr¡osas fosfato, hexosas fosfato y fPEP, no favorecen el efecto de 

los aminoácidos neutros. 
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8. CONCLUSiONES 

A continuación se presentan' las principales conclusiones sobre el mecanismo 

cinético y la regulación alostérica de la PEPe de hoja de maíz derivadas de los 

resultados obtenidos en el presente trabajo. 

1. El mecanismo de regulación alostérica de la PEPe no se basa en la 

interconversión dímero-tetrámero de la enzima. Nuestros resultados sugieren que la 

enzima posee varios estados conformacionales inducidos por sus diferentes ¡igandos. 

2. En ausencia de activadores, el complejo MgPEP es el substrato de la PEPe; y 

es el substrato preferido en la presencia de dichos efectores. 

3. PEP libre se une al sitio alostérico para Glc6P cuando el sitio activo tiene unido 

a MgPEP. 

4. La fosforilación de la PEPe aumenta la afinidad de la PEPe por MgPEP, por 

fMg2
+ (en presencia de activadores) y por fPEP (en presencia de activadores) y 

disminuye la afinidad de la PEPe por el inhibidor malato. 

5. La PEPe presenta una actividad muy baja en las condiciones de concentración 

de substratos y de protones presumiblemente cercanas a las prevalecientes durante 

el período de obscuridad, y es altamente sensible a los cambios en los niveles de 

PEP, de sus efectores alostéricos y de su estado de fosforilación inducidos por la luz. 

6. El incremento en la concentración intracelular de PEP en la célula del mesófilo 

de maíz, es esencial para que la actividad PEPe aumente en las condiciones 

prevalecientes durante el período de luz. 

7. En las condiciones presumiblemente prevalecientes en las células del mesófilo 

de maíz durante el período de iuz, la inhibición de la PEPe por malato puede ser 

contrarrestada efectivamente por la activación cinérgica de la enzima por 

aminoácidos neutros y por la fosforilación de la PEPe. 
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9. PERSPECTIVAS 

En este trabajo se presentan algunos aspectos importantes de la cinética y de la 

regulación de la PEPC de hoja de maíz, que deben ser considerados en estudios 

posteriores. Estudios como son el caracterizar el mecanismo cinético de activación de 

la enzima por azúcares fosfato y por aminoácidos neutros, y el mecanismo cinético de 

la inhibición de la enzima por ácidos dicarboxílicos. Además de caracterizar la 

interacción cinética de los diferentes efectores de la enzima, y determinar el efecto de 

la fosforilación de la enzima sobre dicha interacción, con vistas a reforzar el papel de 

la fosforilación en la regulación de la enzima planteados en este trabajo. Así, en 

conjunto, estos experimentos ayudarán a entender el comportamiento de la enzima. 

Por otra parte, un aspecto por confirmar es la importancia fisiológica de la 

activación de la enzima por aminoácidos neutros y establecer la posible relevancia 

fisiológica de la activación de la enzima por azúcares fosfato. A este respecto, la 

técnica reportada por Dever et al. (1995) para generar plantas mutantes no 

transgénicos de Amaranthus edulis (una planta C4) que carecen de la PEPC de hoja, 

puede ser una estrategia para generar un vehículo ideal para la transformación y 

expresión de mutantes de la PEPC de plantas C4 , no activables por aminoácidos 

neutros y/o por azúcares fosfatos, que permitiría evaluar la importancia fisiológica de 

la regulación de la enzima por estos activadores. 
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