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RESUMEN

La enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC, EC 4.1.1.31) cataliza la
carboxilacion irreversible del fosfoenolpiruvato (PEP) a expensas de
bicarbonato, para formar el oxalacetato y fdsforo inorganico. La reaccién
requiere de iones magnesio pues el sustrato preferido por la enzima es PEPMg y
el metal estabiliza el enolato intermediario de la reaccion. Esta reaccion es el
primer paso de la via de asimilacion de CO, atmosférico en plantas C4 como el
maiz. La PEPC de hoja de maiz (C4ZmPEPC) estd sujeta a una compleja
regulacion alostérica que involucra efectos homotropicos (cooperatividad positiva
en la unibn de su sustrato y activadores alostéricos) asi como efectos
heterotrépicos tanto positivos (activacion por azucares fosfato y aminoéacidos
neutros) como negativos (inhibicion por acidos dicarboxilicos). Igual que en las
otras isoenzimas PEPC fotosintéticas de las plantas C4, la C4ZmPEPC esta
fosforilada durante el dia y no fosforilada durante la noche. Esta modificacion
covalente aumenta su afinidad por el sustrato y modula su respuesta a los
efectores alostéricos. Se ha propuesto que la regulacion alostérica de la enzima
ocurre de acuerdo con el modelo de dos estados de Monod-Wyman-Changeux
(MWC). Sin embargo, resultados de nuestro grupo de investigacion muestran
gue la regulacion es aun mas compleja, involucrando a méas de dos estados
conformacionales. Para  estudiar estos estados conformacionales,
caracterizamos la union al equilibrio bajo condiciones no cataliticas del sustrato
PEP y de los efectores alostéricos en presencia y ausencia de glicerol en el
medio, utilizando para ello la fluorescencia extrinseca del ANS. Encontramos
diferencias muy importantes en el cambio maximo-minimo de fluorescencia en
los complejos enzima-PEP, enzima-GIc6P y enzima-Gly, que indican que los
estados conformacionales producidos por el sustrato, y los activadores GIc6P y
Gly son diferentes, lo que nos lleva a concluir que la C4ZmPEPC posee al

menos tres conformaciones de alta afinidad diferentes entre ellas.



1. INTRODUCCION

En relacion con los estudios realizados en otras areas de la bioquimica, los de
las proteinas alostéricas son comparativamente pocos (Figura 1). Esto se debe a
gue los sistemas alostéricos no son faciles de estudiar por su gran complejidad
(Lindsley and Rutter, 2006). La enzima PEPC de hojas de maiz (C4ZmPEPC)
tiene particularidades que la hacen Unica entre las enzimas alostéricas, por lo
gue el estudio de la C4ZmPEPC ofrece un reto muy interesante. Aunque la
C4ZmPEPC ya ha sido objeto de intensa investigacién, no siempre muy
rigurosa, aln no se conocen aspectos muy importantes de su mecanismo de
regulacién. Creemos que la deteccion y caracterizacion funcional y estructural de
los estados conformacionales de la C4ZmPEPC, que iniciamos con este trabajo
sera un paso muy importante para establecer el mecanismo de regulacion
alostérica de esta importante y sumamente compleja enzima. Las proteinas
alostéricas han sido objeto de numerosos estudios durante los dltimos afios
como blanco biotecnoldgico para fines farmacoldgicos, terapéuticos o agricolas.
El conocimiento de los aspectos mas importantes de los mecanismos de
regulacion alostérica, junto con la aplicacién de técnicas de biologia molecular
permitirA a los investigadores usar los genes que codifican a proteinas
alostéricas para dotar a otros sistemas de caracteristicas o propiedades
novedosas y deseables. Indudablemente uno de los factores que esta limitando
el éxito de muchos de estos experimentos es que no se conocen a fondo las
propiedades de estas enzimas. El aportar nuevo conocimiento al campo de las
proteinas alostéricas podria facilitar en un futuro la manipulacion de procesos
bioquimicos, lo que es necesario para enfrentar muchas de las necesidades que
demanda la sociedad actual. Por ejemplo, la relevancia de la isoforma
fotosintética de la PEPC de plantas C4 en la productividad de estas plantas ha
llevado a varios investigadores a usar el gen que la codifica en experimentos de
ingenieria genética, tratando de crear caracteristicas C4 en plantas C3, sin éxito
hasta el momento (Furbank and Taylor, 1995). Este es un reto muy dificil porque

son muchos los genes involucrados en la ruta C4, pero indudablemente uno de



los factores que esta limitando el éxito de estos experimentos es que no se
conocen a fondo las propiedades de las enzimas involucradas en esta ruta, en

particular las de la isoforma C4 de PEPC.
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Figura 1. Articulos registrados en el PUDMED (www.ncbi.nlm.nih.gov entrez

guery.fcgi) en tres diferentes areas de la bioquimica durante las ultimas cuatro
décadas. Tomado de Lindsley and Rutter. (2006).



2. ANTECEDENTES

2.1 Una nueva era en el estudio de las enzimas alostéricas

El avance en los programas de cémputo y de técnicas altamente sofisticadas que
permiten estudiar las transiciones alostéricas ha hecho posible estudiar a las proteinas
como sistemas dinamicos. Gracias a estas técnicas podemos obtener informacién
acerca del mecanismo de regulacién, ya sea de tipo alostérico o mnemaénico, de
multiples enzimas, ya que nos permiten estudiarlas como sistemas dinamicos. Se
acepta hoy en dia que todas las proteinas existen como un conjunto dindmico de
subconformaciones, que pueden originarse por fluctuaciones de atomos individuales o
rearreglos conformacionales que involucran movimientos de dominios o asas. Estos
movimientos ocurren en escalas que van desde picosegundos hasta milisegundos. Pero
icomo se relaciona la dinamica molecular con el cambio conformacional alostérico?
Existe evidencia de que los cambios conformacionales de las proteinas suceden no
s6lo cuando son inducidos por la unién de un ligando sino también en la ausencia de
esta union. De tal forma, que es posible generalizar los modelos alostéricos
tradicionales en un modelo Unico en el que un determinado ligando se unira
preferencialmente a una de las conformaciones posibles, provocando un cambio en la

energia libre y desplazando el equilibrio hacia el conformero méas estable (Figura 2).
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Figura 2. Modelo general de interacciones alostéricas (a) homotrépicas y (b)
heterotropicas entre dos ligandos (X) involucrados en el cambio conformacional.
Se plantea aqui que la proteina libre puede adoptar todos los estados conformacionales
posibles, por lo que la unién de un ligando simplemente desplazara la poblacion de
conformaciones. La figura considera el modelo MWC (estados T y R en las filas C1 y
C4, de ambos paneles), segun el cual en cualquier momento todas las subunidades de
una molécula pueden estar en la misma conformacién R o T (equilibrio preexistente), en
este modelo no son permitidos ambas conformaciones en la misma molécula debido a
que las subunidades tendrian interacciones poco favorables. EI modelo KNF se muestra
con fondo amarillo de forma diagonal en la figura, en éste modelo el ligando induce un
cambio conformacional después de unirse a la enzima y ademas permite que coexistan
ambas conformaciones en la misma molécula, es decir, permite la existencia de
subunidades mixtas o hibridas. El panel (b) muestra que las proteinas alostéricas
pueden ser monoméricas y los ligandos pueden ser otras proteinas (L). Los estados
intermediarios (filas C2 y C3) muestran que el sitio de unién desocupado cambia hacia
la conformacion que resulta de la unién del ligando (C4). La linea negra indica un
equilibrio preexistente. Tomado de Kern and Zuiderweg, (2003).



2.2 Fosfoenolpiruvato carboxilasa de hoja de maiz (C4ZmPEPC)

Existen en la literatura excelentes revisiones sobre C4ZmPEPC (Chollet et al.,
1996; Kai et al., 2003; Miyao and Fukayama, 2003; Nimmo, 2003; Svensson et al.,
2003; lzui et al., 2004; Takahashi-Terada et al., 2005). A continuacion, describiré
aquellas caracteristicas de esta interesante enzima que considero importantes para la

comprensién de este trabajo.

2.2.1 Reaccion catalizada

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (ortofosfato: oxaloacetato carboxiliasa
fosforilante, PEPC; EC 4.1.1.31) cataliza la carboxilacién irreversible del
fosfoenolpiruvato a expensas de bicarbonato, para formar el oxaloacetato, y fosfato
inorganico (Figura 3). La reaccién requiere un catién divalente que in vivo es Mg**
(Bandurski, 1955; Tchen and Vennesland, 1955). In vitro, la enzima puede también usar
Mn** 6 Co®" (Miziorko et al., 1974; Nguyen et al., 1988). Esta carboxilacion ocurre en el
citosol de las células de mesdfilo y es independiente de biotina como cofactor (Cooper
and Wood, 1971; Mukerji, 1977), siendo ésta la Unica carboxilasa dependiente de

bicarbonato que no necesita este cofactor.

HZC\ OPO;Z O
+ HCOs PEPC g o
© 4
N\ —> +
Mg 0,
PEP Bicarbonato Oxalacetato Fosfato inorganico

Figura 3. Reaccidn catalizada por PEPC (Bandurski, 1955).



2.2.2 Distribucion y funcién biologica

La enzima PEPC estd presente en organismos fotosintéticos como plantas,
cianobacterias y algas, y en organismos no fotosintéticos, como algunas bacterias y
protozoarios, pero ausente en hongos y animales (Chollet et al., 1996; Izui et al., 2004).
En estos organismos llevan a cabo diversas funciones (Toh et al., 1994) que permiten
agrupar a las diferentes isoenzimas de PEPC en dos grandes categorias: a) PEPC de
organismos no fotosintéticos, de hojas de plantas C3 y de tejidos no fotosintéticos de
todo tipo de plantas, que esta involucrada en funciones anapleréticas (reabastecimiento
de oxaloacetato al ciclo del acido citrico para la sintesis de aminoacidos y porfirinas) o
aportando esqueletos carbonados para el metabolismo de fijacién de nitrégeno en raiz
(Lepiniec et al., 1993) entre otras funciones, y b) PEPC de tejido fotosintético de plantas
C4 y CAM (metabolismo acido de las crasulaceas), que esta asociada a la fijacion inicial
del CO2 atmosférico en el proceso fotosintético de estas plantas (Hatch and Slack,
1970; Hatch, 1987).

2.2.3 Participacion de PEPC en el ciclo C4

La reaccion catalizada por la isoenzima fotosintética de la PEPC de hojas de
plantas C4 es el primer paso en la ruta de asimilacion de CO; en estas plantas, como el
maiz, consideradas de alta productividad. La asimilacion de CO, por la mayor parte de
los organismos fotosintéticos se lleva a cabo a través de la ruta C3, mejor conocida
como Ciclo de Calvin. Las plantas C3 tienen un solo tipo de cloroplasto en donde se
realizan todas las reacciones que convierten la energia de la luz a energia quimica, que
es usada para fijar el CO, y sintetizar compuestos carbonados reducidos de los cuales
depende la vida. La ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) es la
enzima que cataliza la primera reaccion de fijacion del carbono. En esta ruta un azucar
fosforilado de 5 carbonos la ribulosa-1,5-bisfosfato y el CO2 atmosférico, son
convertidos a dos moléculas de un compuesto de 3 carbonos: el 3-fosfoglicerato (de ahi
el nombre C3 que se le da a estas plantas). Rubisco también cataliza la oxidacion de la
molécula de ribulosa-1,5-bisfosfato con el O, atmosférico, produciéndose una molécula
de 3-fosfoglicerato y otra de 2-fosfoglicolato. Este Ultimo compuesto no puede ser

utilizado en el Ciclo de Calvin y es convertido a 3-fosfoglicerato en un proceso conocido



como fotorrespiracion, que requiere ATP y NADPH vy libera CO,, por lo que compite
directamente con la fijacién de CO,. Aproximadamente, por cada tres moléculas de CO,
fijadas por Rubisco para formar tres moléculas de 3-fosfoglicerato, una molécula de
oxigeno también es fijada, produciendo 3-fosfoglicerato y 2,3-fosfoglicolato (Hatch,
1988). Esta competencia entre O, y CO,, y los costos energéticos asociados con el
reciclaje del 2,3-fosfoglicolato, limitan la eficiencia de la asimilacion de CO, en las
plantas C3.

La ruta C4 es una adaptacion de la ruta C3 que permite superar las limitaciones
de la fotorrespiracion. Esta ruta esta presente en diversas especies, entre las que se
incluyen el maiz, la cafia de azucar, el sorgo, el amaranto y diversas especies de
pastizales y malezas. Muchas de las plantas que poseen esta ruta crecen en climas
calientes con precipitaciones esporadicas. Como se describe mas adelante, la ruta C4
disminuye la fotorrespiracion elevando la concentracion de CO, disponible para
Rubisco, utilizando una bomba bioquimica de CO.,. Las plantas C4 tienen dos tipos de
cloroplastos, ambos encontrados en diferentes tipos de células especializadas. Las
hojas de plantas C4 muestran una extensa vascularizacion. Rodeando al haz vascular
hay un anillo de células, llamadas células de la vaina vascular y, finalmente, las
llamadas células de mesofilo, situadas entre las células de la vaina vascular y la
epidermis de la hoja. Este tipo de anatomia es conocido como tipo Kranz (del aleméan
“corona”, Figura 4).

El CO, atmosférico es inicialmente fijado en el citosol de las células de mesdfilo
por la isoenzima PEPC fotosintética, para formar oxalacetato, un acido dicarboxilico de
4 carbonos (de ahi el nombre C4 gue se le da a estas plantas) el cual es después
convertido a malato 6 aspartato segun la planta, en el interior de los cloroplastos de
estas células. Cualquiera de los dos ultimos acidos difunde al interior de las células de
la vaina vascular, donde son descarboxilados en los cloroplastos. EI CO, producido es
entonces refijado por la Rubisco y utilizado en el Ciclo de Calvin. Existen varias
enzimas que descarboxilan al acido dicarboxilico en los cloroplastos de las células de la
vaina vascular, dependiendo de la planta. En el caso del maiz, se produce malato a
partir de oxalacetato y la enzima descarboxilante es la enzima malica dependiente de
NADP+,



Debido a que el Ciclo de Calvin es mas eficiente en las plantas C4, éstas muestran alta
eficiencia en la fotosintesis a elevadas intensidades de luz y temperatura, lo que se

traduce en una mayor productividad en las cosechas de estas plantas.
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Figura 4. Corte transversal de hojas de Amaranthus cruentus (Una planta C4). La
imagen muestra el arreglo del las células de mesofilo (M), bajo la epidermis de la hoja
(E), adyacente a las células de mesofilo se encuentra el estrato de las células de la
vaina vascular (V) alrededor del anillo del haz vascular (HV), tomado de Tazoe et al.
(2006).

2.2.4 Genes que codifican a diferentes isoformas de PEPCs

Estudios sobre como surgieron las caracteristicas C4 a partir de las plantas C3
en el género Flaveria (que tiene plantas C3 y C4) permitieron determinar cuales son los
genes que codifican para las isoformas fotosintética y no fotosintética de la PEPC.
Estos genes pertenecen a una familia que esta formada por tres clases diferentes:
ppcA, ppcB y ppcC (Hermans and Westhoff, 1990 1992; Ernst and Westhoff, 1997). El
gen ppcA codifica para la forma fotosintética, mientras que ppcB y ppcC codifican para
isoformas no fotosintéticas, aunque en muchos casos no se sabe cual es el papel

fisiol6gico especifico de estas ultimas.



2.2.5 Evolucioén de la isoforma C4 de la PEPC

La evolucion de la ruta C4 a partir de la ruta C3 ha sido de gran interés porque
esta via ha logrado introducir una estrategia para la fijacién efectiva de CO, en estas
plantas en las condiciones de bajo CO, y altas concentraciones de O, prevalecientes
actualmente (Bazzaz and Fajer, 1992). Estas condiciones se originaron hace 15 o 20
millones de afios aproximadamente (Sheen, 1999), lo que sugiere que es cuando surgi6é
la ruta C4 (Sage, 2001).

El metabolismo C4 estd ampliamente distribuido en familias de
monocotiledéneas y dicotiledéneas, lo que ha llevado a la conclusién de que la
fotosintesis C4 tiene un origen polifilético (Brown and Smith, 1972; Moore, 1982;
Monson and Moore, 1989). Ademas, se cree que no fue dificil que apareciera el
metabolismo C4 porque las enzimas del ciclo C4 también se encuentran en las plantas
C3, de tal forma que la fotosintesis C4 evoluciond a partir de los genes ya existentes en
las especies ancestrales C3. El andlisis de alineamiento de secuencias sugiere que el
gen que codifica para la isoforma C4, ppcA, surgi6é a partir del gen ppcB por duplicacion
génica (Figura 5).

Mientras las isoformas de PEPC no fotosintéticas se expresan en tejidos no
fotosintéticos, la expresion de C4PEPC esta restringida a las células de mesdfilo
(Sheen, 1999), aunque hace algunos afios se reportd que no es indispensable que
exista separacion de las enzimas C3 y C4 en 2 células distintas, las cuales son
caracteristicas de la anatomia Kranz en las plantas con metabolismo C4
(Voznesenskaya et al., 2001). Aunado a lo anterior, las diferencias en las
concentraciones de sustratos y productos de las enzimas probablemente condujo a
isoformas con una cinética y regulacion diferente a las de las PEPCs ancestrales
(Svensson et al., 2003).

Las PEPCs de plantas C3 muestran una Sps para el sustrato PEP de 5 a 10
veces menor comparada con las isoformas C4, sin embargo existe una gran variabilidad
dentro de cada grupo de las isoformas de especies C3 y C4 (Ting and Osmond, 1973).
Por el contrario, las PEPCs C4 tienen una Sps mas baja para el bicarbonato que las

PEPCs de plantas C3. Con respecto a los efectores alostéricos, las PEPCs C4 son



menos sensibles a la inhibicion por malato que las isoformas C3 (Dong et al., 1998;
Blasing et al., 2002), mientras que las isoformas C4 se activan en mayor grado por
Glc6P y Gly que las isoformas no fotosintéticas (Nishikido and Takanashi, 1973; Ting
and Osmond, 1973; Uedan and Sugiyama, 1976). Sin embargo, como se mencioné
anteriormente, existen contradicciones en estos reportes debido a que no existe un
consenso entre los procedimientos de purificacion y ensayo de actividad enzimatica
(Miziorko et al., 1974).

Flaveria pringlei (C3) Flaveria trinervia (C4)

ppcA

ppcB
ppcC

ppcA

ppcB
ppcC

ppcB’
ppcC

Figura 5. Evolucion de los genes de PEPC (ppc) en el género Flaveria. Los analisis
de secuencias sugieren que el gen ppcA se form6 por duplicacion del gen ppcB,
presente en un ancestro C3 (ppcB*). El gen ppcA de Flaveria trinervia (C4) codifica para
la isoforma C4PEPC, tomado de Svensson et al. (2003).



2.2.6 Mecanismo cinético de la C4ZmPEPC

La reaccion catalizada por PEPC requiere dos sustratos, PEP y HCOS', y del ion
Mg®* (Figura 6), existen dos diferentes propuestas para el mecanismo de unién de
magnesio, PEP y bicarbonato al sitio activo de la C4ZmPEPC:

1) A partir de estudios de velocidad inicial realizados con la enzima no fosforilada y
usando concentraciones totales de PEP y magnesio, se concluyé que la union de
magnesio a la enzima se realiza en primer lugar, seguida por PEP vy, por ultimo,
el bicarbonato (Janc et al., 1992; Chollet et al., 1996).

2) Estudios de velocidad inicial realizados con la forma no fosforilada y fosforilada
de la enzima, en los que se consideraron las especies libres y el complejo de
PEP y magnesio (PEPMg), indican que el complejo PEPMg es el verdadero
sustrato (Wedding et al., 1989; Rodriguez-Sotres and Mufioz-Clares, 1990;
Tovar-Méndez et al., 1998) y que PEP libre (Rodriguez-Sotres and Mufioz-
Clares, 1990; Tovar-Méndez et al., 1998) o magnesio libre (Mukerji, 1977) se
comportan como activadores. La enzima C4ZmPEPC, sigue un mecanismo

ordenado en equilibrio rdpido mostrado en la Figura 6.

Mg®* + PEP

QKO

Kprepmg ] Keat
Mg-PEP + E ——% E-MgPEP + "HCOj; > »E + Productos

Figura 6. Mecanismo cinético de C4ZmPEPC. K, Kpepywg SON las constantes
dedisociacion del complejo PEPMg y del complejo E-PEPMg respectivamente; ke, €S la

constante catalitica de la reaccion. Tomado de Tovar-Méndez et al. (1998).



2.2.7 Mecanismo de reaccion de PEPC

El primer paso en la reaccién es el ataque nucleofilico del bicarbonato al dtomo
de fésforo del grupo fosfato del complejo PEP-Metal, para formar carboxifosfato y el
enolato de piruvato (Figura 7a Panel B ). El segundo paso es la formacion del CO; a
partir del carboxifosfato (Figura 7b Panel C). En el tercer paso (Figura 7b Panel D y E),
el CO; realiza un ataque electrofilico sobre el tercer atomo de carbono del enolato para
formar el oxaloacetato y fosfato inorganico (O'Leary et al., 1981; Hansen and Knowles,
1982; Fujita et al., 1984).

Se ha propuesto que el metal actia como un acido de Lewis, estabilizando al
grupo enolato del fosfoenolpiruvato y favoreciendo la trasferencia del grupo fosforilo al
bicarbonato (Janc et al., 1992). Las argininas 456, 759 y 773 (Figura 7a Panel A y B)
formarian un centro de cargas positivas que disiparia las cargas negativas del grupo
fosforilo del PEP durante el estado de transicion, haciendo al &tomo de fosforo més
electrofilico y susceptible al ataque nucleofilico por el bicarbonato (Westheimer, 1987).

En la descomposicion del carboxifosfato a CO, y fésforo inorganico es necesaria
la intervencién de un residuo de aminoacido que abstraiga un proton y luego lo ceda al
grupo fosforilo (Figura 7b Panel C y D) (Janc et al., 1992). Por mutagénesis sitio dirigida
(Terada and lzui, 1991) se sabe que este residuo es una histidina que se encuentra
altamente conservada en todas las PEPCs, en el caso de C4ZmPEPC es la Hisl177
(Terada and lzui, 1991).
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Figura 7a. Mecanismo de reaccion propuesto para C4ZmPEPC. Panel A sitio activo

ocupado con el sutrato PEPMg. Panel B, paso 1 del mecanismo de reaccion.
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2.2.8 Regulacion de C4ZmPEPC por metabolitos

Se han descrito tres tipos de metabolitos efectores de la actividad de PEPC, uno
inhibidor y dos activadores. Estos metabolitos tienen un efecto mas pronunciado a
valores de pH neutros.

Los acidos dicarboxilicos como el malato y el aspartato son inhibidores de
todas las PEPCs estudiadas hasta la fecha. En el caso de la enzima de maiz, el
inhibidor de mayor relevancia fisiologica es el malato (Huber and Edwards, 1975;
Leegood and Osmond, 1990). El malato se comporta como un inhibidor competitivo en
la saturacion de la enzima por el PEP a pH neutro (Gonzalez et al., 1984) y aumenta el
grado de cooperatividad en la saturacion de la enzima por el PEP (Wu and Wedding,
1985). Se ha reportado que los activadores GIc6P y Gly contrarrestan la inhibicion por
el malato en forma sinérgica (Gillinta and Grover, 1995; Tovar-Méndez et al., 2000),
aunque la Gly es mas efectiva que la GIc6P para contrarrestar dicha inhibicién (Gao and
Woo, 1996; Tovar-Méndez et al., 2000).

Los azucares fosforilados como la GIc6P activan a C4ZmPEPC (Coombs et al.,
1973; Huber and Edwards, 1975; Uedan and Sugiyama, 1976; Marés and Leblova,
1980; Stiborova and Leblova, 1985) y CAM (Rustin et al., 1988; Wedding et al., 1989).
Su principal efecto es disminuir la K, para el sustrato PEP (Coombs et al., 1973; Uedan
and Sugiyama, 1976; Tovar-Méndez et al., 2000). Se ha reportado que a valores de pH
de 7 o menores la saturacion por la GIc6P es cooperativa, pero a valores de pH 8 o
mayores no lo es (Stiborova and Leblova, 1985). Otro factor que afecta la afinidad de la
C4ZmPEPC por la GIc6P es el estado de saturaciéon del sitio activo. Asi, la enzima con
el sitio activo saturado presenta una constante de activacion aparente para la GIlc6P
menor que en presencia de concentraciones de substrato subsaturantes (Duff and
Chollet, 1995).

La activacion de C4ZmPEPC por el anadlogo de PEP, 3,3-dicloro-2-
dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato (DCDP) sugirié que la enzima posee dos sitios a los
gue el PEP se une: el sitio activo y un sitio regulatorio, uniéndose el analogo de PEP al
sitio regulatorio (Jenkins et al., 1986). La misma conclusion se alcanzo en estudios de

velocidad inicial usando otros analogos del PEP también activadores de la enzima: el
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fenilfosfato (Rodriguez-Sotres and Munoz-Clares, 1990) y la fosfomicina (Mujica-
Jiménez et al., 1998). Se demostrd que el PEP libre se une al sitio alostérico, que es el
de los azucares fosforilados (Rustin et al., 1988; Rustin et al., 1991; Tovar-Méndez et
al.,, 1998). A este respecto, se ha sugerido que aunque el sitio activo y este sitio
alostérico unen a los mismos ligandos, difieren en la especie del ligando al que unen.
Asi, mientras que el sitio activo une al complejo ligando-Mg, el sitio alostérico une a su
forma libre (Mujica-Jiménez et al., 1998). Esta diferencia es fundamental para que los
activadores, que in vivo se encuentran mayoritariamente en forma no acomplejada con
el magnesio, no inhiban a la enzima por competencia con el sustrato por el sitio activo
(Mujica-Jiménez et al., 1998).

Los aminoéacidos neutros como la Gly y la Ala activan exclusivamente a las
PEPC de plantas monocotiledéneas, como la C4ZmPEPC (Nishikido and Takanashi,
1973). La Gly aumenta ligeramente la Vimax Y disminuye en mucha mayor proporcion la
Km para el PEP (Nishikido and Takanashi, 1973; Uedan and Sugiyama, 1976; Stiborova
and Leblova, 1985; Gillinta and Grover, 1995; Tovar-Méndez et al., 2000). La Gly
también reduce la K, para magnesio, pero no tiene un efecto significativo sobre la Ky,
para el bicarbonato (Gillinta and Grover, 1995; Tovar-Méndez et al., 2000). La enzima
puede ser activada también por la Ala y por la Ser, sin embargo, se ha encontrado que
posee mayor afinidad por la Gly que por los otros aminoacidos neutros (Bandarian et
al., 1992). Empleando concentraciones fisiolégicas de Mg?* y bicarbonato, se encontr6
que el efecto inhibidor del malato sobre la enzima fosforilada puede ser revertido por
Gly o Ala, pero no por la GIc6P, tanto en presencia como en ausencia de altas
concentraciones de glicerol (Tovar-Méndez et al., 2000) (Figura 8). Esto demuestra que
el sitio alostérico para los aminoacidos neutros es fundamental para lograr niveles
apreciables de actividad de C4ZmPEPC bajo condiciones cercanas a las fisiologicas
(Tovar-Méndez et al.,, 2000). A diferencia de los azucares fosforilados, altas
concentraciones de aminoécidos no inhiben a la enzima (Tovar-Méndez et al., 2000).
Se ha propuesto (Tovar-Méndez et al., 2000) que la Ala podria ser el aminoacido clave
para regular la actividad de PEPC en condiciones de iluminacion y concentraciones
normales de CO,, en tanto que la Gly lo seria a bajas concentraciones de CO,, cuando

las concentraciones de Ala disminuyen de forma drastica. Por lo tanto, la Gly ayudaria a
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incrementar el flujo a través de la ruta C4 bajo condiciones en las que la fotorrespiracion

estaria activa, contrarrestandola (Tovar-Méndez et al., 2000).
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Figura 8. Cinética de saturacion de C4ZmPEPC fosforilada (forma diurna) por
Glc6P (cuadros negros), Ala (cuadros blancos) o Gly (circulos negros) y por Gly en
presencia de Glc6P 10 mM (circulos blancos). Panel A y B ausencia y presencia de
glicerol 20% (v/v) respectivamente. Los ensayos se realizaron en presencia de 20 mM
de malato, 3 mM de PEP total, 0.1 mM de bicarbonato y 0.4 mM de Mg** libre. El inserto
representa el eje de las ordenadas en escala pequefia. Tomado de Tovar-Méndez et al.
(2000).
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2.2.9 Regulacion de C4ZmPEPC por modificacion covalente reversible

En todas las PEPCs, esta forma de regulacion se lleva a cabo por fosforilacion y
desfosforilacién del grupo hidroxilo de una Ser en el extremo amino terminal de la
proteina, que en el caso de la C4ZmPEPC es la Serl5 (Jiao and Chollet, 1989). La
fosforilacion también se ha documentado en la enzima tipo CAM (Nimmo et al., 1986;
Nimmo et al., 1987) y tipo C3 (Zhang et al.,, 1995). En hojas de plantas C4 la
fosforilacion de PEPC se induce por luz, de manera que la forma fosforilada esta
presente durante el dia (Jiao et al., 1991; Jiao and Chollet, 1991; Duff and Chollet,
1995). PEPC es fosforilada por una PEPC cinasa especifica Ser/Thr y es desfosforilada
por una fosfatasa tipo 2A (Nimmo, 2003).

Se ha planteado un modelo para la regulacién de la enzima por fosforilaciéon-
desfosforilacion (Jiao and Chollet, 1991; Chollet et al., 1996) el cual propone que la
forma no fosforilada es menos activa, mas sensible a inhibicion por malato y menos
sensible a activacion por Glc6P, que la forma fosforilada. Sin embargo, se ha sugerido
que la fosforilaciébn per se no es suficiente para permitir la actividad de la enzima
durante los periodos de luz (Gao and Woo, 1996; Tovar-Méndez et al., 2000). La
fosforilacidon de la enzima disminuye la Sps para PEP, aunque la diferencia entre la
forma no fosforilada y la fosforilada es pequefa (Duff and Chollet, 1995; Tovar-Méndez
et al., 2000). Por ello, se propone que la fosforilaciébn presenta ventajas sélo si el
inhibidor esta presente, es decir, que la funcidén de la fosforilacién es insensibilizar a la
PEPC frente a la presencia de altas concentraciones de malato, durante periodos de
iluminacién, sin que tenga un efecto importante sobre la afinidad de la enzima por
sustratos y activadores.

La fosforilacién de la PEPC también actla de manera sinérgica con ambos tipos
de activadores de la enzima contrarrestando la inhibicion por malato (Bakrim et al.,
1993; Gao and Woo, 1996; Tovar-Méndez et al., 2000) por lo que se ha sugerido que la
actividad de la PEPC, y asi la fijacion atmosférica del CO,, es el resultado del balance
entre la regulaciéon positiva (activacion por triosas fosfato, GIc6P y aminoacidos neutros
como Gly), la regulacién negativa (inhibicion por malato) y la fosforilacion (Bakrim et al.,
1993; Tovar-Méndez et al., 2000).

16



2.2.10 Mecanismo de regulacion alostérica de C4ZmPEPC

2.2.10.1 Modelo de asociacién-disociacion oligomérica

Este modelo plantea que la C4ZmPEPC puede ser regulada in vivo via un
equilibrio dimero-tetrdmero (Podesta and Andreo, 1989; Willeford et al., 1990), donde la
forma tetramérica seria la forma totalmente activa y con la mayor afinidad por el
sustrato, siendo el dimero mucho menos activo o inactivo y el mondmero totalmente
inactivo. El modelo es apoyado por las siguientes observaciones:

1. La enzima diluida a pH 7 y a concentraciones menores de 0.1 mg/mL es una
mezcla de dimeros y tetrameros (Podesta and Andreo, 1989).

2. El PEP desplaza el equilibrio hacia la forma tetramérica (Willeford et al., 1990),
lo cual explicaria la cooperatividad positiva observada en las cinéticas de
saturacion por el PEP.

3. El activador GIc6P también favorece la forma tetramérica (Willeford and
Wedding, 1992),lo0 que explicaria la ausencia de cooperatividad positiva y el
aumento de la afinidad por el PEP en la presencia de la GIc6P.

4. El inhibidor malato, que favorece la disociaciéon del tetrdAmero en dimero
(Willeford et al., 1990), tiene efectos contrarios a la Glc6P, disminuye la afinidad
por el substrato y aumenta la cooperatividad positiva por el sustrato.

5. El glicerol al 20% (v/v) elimina la cooperatividad positiva de la enzima en la
cinética de saturacion por el PEP, lo que concuerda con la observacion de que la
enzima diluida en la presencia de altas concentraciones de glicerol se encuentra
principalmente en forma tetramérica (Podesta and Andreo, 1989).

Sin embargo, dada la elevada concentracion de enzima que existe in vivo (esta
enzima llega a ser el 10-15% de la proteina total soluble de las células de mesdfilo
(Uedan and Sugiyama, 1976), muy superior a la que comunmente es utilizada in vitro
para los ensayos de actividad es poco probable que la enzima exista como dimeros
bajo condiciones intracelulares. Por otra parte, se ha demostrado que la enzima diluida
en el medio de ensayo pierde actividad muy lentamente (vida media de 190 min)
mientras que en presencia de malato 20 mM (vida media de 32 min), lo que demuestra
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gue en los ensayos de actividad que no duran mas de 1 minuto la enzima se encuentra
como tetramero. Ademas, estudios de velocidad inicial en la enzima fosforilada y en
concentraciones de Mg®*, bicarbonato y malato muy cercanas a las fisiolégicas han
mostrado que la inhibicion de la enzima por el malato puede revertirse por la Gly, pero
no por la GIc6P en ausencia y presencia de glicerol (Figura 8). Por tanto, el modelo de
oligomerizacion no explica el mecanismo de regulacion alostérica de la isoenzima C4
de PEPC.(Monod et al., 1965)

2.2.10.2 Modelo concertado de transicion alostérica

Se ha sugerido que la enzima existe en dos estados, T y R, con diferente
afinidad por el sustrato y por los efectores alostéricos, de acuerdo al modelo de Monod-
Wyman-Changeux, MWC, (Monod et al., 1965). Este modelo propone que las dos
conformaciones de las enzimas alostéricas, T y R, preexisten en ausencia de ligando y
gue estan en equilibrio, y asume que los efectores alostéricos s6lo cambian el equilibrio
preexistente entre estos dos estados, sin alterar sus propiedades. Por ello, los efectos
de los inhibidores y activadores alostéricos siempre son opuestos y la saturaciéon con un
activador elimina la inhibicion alostérica y viceversa.

Recientemente, se ha propuesto que la C4ZmPEPC existe en dos formas | y I,
con diferentes afinidades por el PEP, que serian las equivalentes a las formas T y R del
modelo MWC. La forma | es la conformacion con baja afinidad por el PEP y la forma |l
la conformacion con mayor afinidad por el PEP. Ambas formas estan en equilibrio y la
union del PEP a la forma Il puede modificar el equilibrio favoreciendo la forma Il (Frank
et al., 1999). Estos autores se basan en que el cambio en la fluorescencia extrinseca de
la enzima, medido por cinética rapida, inducido por la unién del PEP en la presencia de
iones magnesio presenta dos tiempos de relajacion. Un tiempo de relajacién rapido
asociado al proceso de unién de PEP y un tiempo de relajacién mas lento atribuido al
proceso de isomerizacion entre las formas | y Il. La dependencia de la concentracion
del PEP de este segundo tiempo de relajacion (aumenta su valor al aumentar la
concentracion del ligando) indica que el PEP estd desplazando un equilibrio

preexistente y no induciendo un cambio conformacional después de unirse a la enzima.
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Un comportamiento similar se encontré cuando se estudio la union de la GIc6P y la del
inhibidor malato (Frank et al., 2001).

Sin embargo, otros estudios cinéticos han mostrado que el efecto de los
activadores sobre la actividad de la enzima y sobre la inhibicion por malato no pueden
explicarse por ningdn mecanismo de regulacién alostérica que involucre so6lo dos
estados (Tovar-Méndez et al., 2000) ya que, por ejemplo, la uniéon de un activador a su
sitio alostérico produce una conformacion de la enzima diferente a la existente cuando
el otro activador esta unido al suyo. Por lo que, se ha postulado un modelo que
contempla la existencia de mdultiples estados conformacionales, estabilizados por los

diferentes efectores alostéricos.

2.2.11 Estructura tridimensional de C4ZmPEPC

De acuerdo con la secuencia de aminoacidos reportada, la C4ZmPEPC tiene una
masa relativa 109,297 Da por monémero (Fujita et al., 1984). En afios recientes se han
obtenido las estructuras tridimensionales la enzima de EcCPEPC (Kai et al., 1999) y de
C4ZmPEPC (Matsumura et al., 2002). De los estudios de difraccion de rayos X de los
cristales de C4ZmPEPC y E.coli ECPEPC (el numero de acceso en el PDB de cada
estructura se presenta en la Tabla 1, la estructura global de PEPC es un tetramero de
cuatro subunidades idénticas con un arreglo de “dimero de dimeros” (Figura 9). Un
enlace salino entre la Arg498 y Glu493 (numeracion de C4ZmPEPC) en la intercara
entre los dimeros contribuye a la estabilidad del tetramero (Kai et al., 1999; Matsumura
et al., 1999) (Matsumura et al., 2002; Kai et al., 2003; Izui et al., 2004). Cada mondmero
consiste de un barril a/f tipo TIM (Triosa fosfato isomerasa) con 8 hebras B y 40 hélices

a que las conectan.
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Tabla 1. Estructuras tridimensionales de PEPCs y su niumero de acceso al Protein
Data Bank (PDB)

Organismo Ligandos clave PDB
Aspartato 1FIY
E. coli Mn?* y Aspartato 1QB4
Mn?* , DCDP y Aspartato 1JQN
Z. maiz Sulfato 1JQO

DCDP (3,3-dicloro-2-dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato ) es un analogo del sustrato PEP
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Figura 9. Estructura tridimensional de C4ZmPEPC. Paneles A y B: vista frontal y
lateral del tetrAmero, respectivamente, en estructura de superficie. Panel C: dimero
mostrando la estructura secundaria en listones. La figura se realiz6 a partir de las
coordenadas cristalograficas de la enzima de C4ZmPEPC (PDB 1JQO) con el programa

PyMol (DeLano).
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2.2.11.1 El sitio activo de C4ZmPEPC

En base a las coordenadas obtenidas de los cristales, el sitio activo se encuentra
en el extremo carboxilo terminal del barril a/f (Figura 10a Panel A), como ocurre con la
mayor parte de la enzimas que poseen una estructura de barril o/f (Sterner and Hécker,
2005). El sitio activo (en el texto se hara referencia Unicamente a la numeracion de
C4ZmPEPC; Tabla 2) esta formado por las argininas 456, 759 y 773 y los residuos
Glu566 y Asp603 (Figura 10a Panel B; Matsumura et al., 2002), los cuales estan
estrictamente conservados en todas las PEPCs estudiadas hasta la fecha (Toh et al.,
1994). El ion Mn?*" esta unido al 4tomo de oxigeno de dos grupos carboxilo de los
residuos Glu566 y Asp603 (Figura 10b Panel C; Tabla 2). Las argininas 456, 759y 773
interaccionan directamente con el grupo fosfato del analogo del PEP (Figura 10b Panel
C, Tabla 2). Se ha propuesto que los residuos de Trp288, Leu564, Met598 forman una
cavidad hidrofébica donde se aloja el grupo metileno del PEP (Figura 10b Panel D;
Matsumura et al., 1999). Estudios de mutagénesis sitio dirigida en ECPEPC (Gao and
Woo, 1995; Dong et al., 1997) sugieren que la Lys606 (Tabla 2) participa en la union del
bicarbonato, asi como otros residuos de caracter basico que forman parte de una a
hélice en la region carboxilo terminal (residuos 824 al 831; Kai et al., 1999).

Ademas, existen movimientos de dos asas ricas en Gly que comprenden los
residuos 174-184 y 639-651. En la primera se encuentra la His177, propuesto como el
acido donador del protén en el paso de descomposicion del carboxifosfato. La cadena
lateral de este residuo esta en la conformacion adecuada para que se lleve a cabo la
catdlisis en el cristal de la C4ZmPEPC que contiene una molécula de sulfato en el sitio
alostérico de azucares fosforilados, mientras que en la enzima de E. coli este residuo se
encuentra en una conformacion que no permitiria que ocurra la reaccion de catalisis
(Figura 10a Panel B), lo que sugiere que el estado T con el inhibidor unido es inactivo
(Matsumura et al., 2002). En la segunda asa, se encuentra la Arg647 que participa en la
union con el inhibidor, segun muestra la estructura cristalografica de la ECPEPC como
veremos mas adelante. Este residuo es cataliticamente importante de acuerdo con

estudios de mutagénesis sitio dirigida (Yano et al., 1995). En la estructura de
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C4ZmPEPC se observa que este residuo se ha movido hacia el sitio activo (Figura 11),
por lo que se ha sugerido que en ausencia del inhibidor participaria en la unién del
sustrato (Matsumura et al., 2002). Existe otra asa situada en la region carboxilo terminal
de C4ZmPEPC que comprende los residuos 965-970. Se cree que su funcion es
estabilizar la conformacion del asa rica en Gly del carboxilo terminal mencionada arriba
(asa 639-651) cuando el inhibidor no esta presente, mediante la formacion en un enlace
salino entre el carboxilo terminal de la Gly970 y la cadena lateral de la Arg647
(Matsumura et al., 2002).
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Tabla 2. Residuos funcionales importantes en C4ZmPEPC y ECPEPC

Residuo(s) de

Numeracion

Numeracién

Funcién propuesta

aminoacido(s) en C4ZmPEPC en E. coli
Arg 773 713 Unién del grupo fosforilo
Arg 456 396 del PEP
Arg 759 699
Lys 606 - Unién del bicarbonato
a hélice 824-831 762 al 769
Donador del proton en la
His 177 138 descomposicion del
carboxifosfato
Asa 174-184 135-145 Mueve a la His177 durante
la catalisis
Asp 603 543 Union del metal a la
Glu 566 506 enzima
Arg 647 587 - Unién del PEP y del
inhibidor alostérico
Residuo carboxilo terminal
Gly 970 883 gue en ausencia del
inhibidor alostérico forma
un puente salino con la
Arg647
Se mueve cuando la
Asa 639-651 579-591 Arg647 pasa del sitio sitio
activo al sitio del inhibidor
alostérico
Asa 965-970 878-883 Se mueve junto con el asa
de la Arg647
Trp 288 248 Bolsa hidrofébica donde se
Leu 564 504 aloja el grupo metileno del
Met 598 538 PEP
Lys 835 773
Arg 894 832 Unién del inhibidor
Asn 968 881 alostérico
Arg 183 144
Arg 184 145 Union de la GIc6P
Arg 231 192
Ser 185 Thrl46
Arg 372 313 Union de la GIc6P y
Glu 360 - transmision de la sefal
alostérica entre
mondmeros
Arg 226 His187 Union de la Gly en la
Glu 229 190 C4ZmPEPC
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Arg699(759)

His138

Figura 10a. Sitio activo de PEPC. Panel A Cavidad del sitio activo (en azul) de
C4ZmPEPC en estructura de superficie. Panel B Sobreposicion del sitio activo en
listones de C4ZmPEPC-sulfato en naranja (cédigo PDB 1JQO) y EcPEPC-DCDP-Mn-
Asp en azul (cédigo PDB 1JQN). Las figuras se realizaron con el programa PyMol
(DeLano, 2002).
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Figura 10b. Sitio activo de PEPC. C) Sitio activo en enlaces y esferas de
EcPEPCDCDP-Mn-Asp (1JON). D) Bolsa hidrofébica en el sitio activo de C4ZmPEPC-
sulfato en naranja (1JQO) y EcPEPC-DCDP-Mn2+-Asp en azul. Las estructuras se
realizaron con el programa PyMol (DeLano, 2002).
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2.2.11.2 Sitios alostéricos de C4ZmPEPC

2.2.11.2 a) Sitio alostérico de acidos dicarboxilicos

En las estructuras cristalograficas de la EcCPEPC obtenidas con el inhibidor
aspartato unido (Kai et al., 1999), su sitio de unidén se encuentra aproximadamente a 20
A del sitio activo (Figura 11 Panel A; en el texto se hara referencia Unicamente a la
numeracion de C4ZmPEPC; Tabla 2). Los residuos que participan en la union del
inhibidor son la Arg647, Lys835, Arg894 y Asn968 (Figura 11 Panel B). La cadena
lateral de Arg647 forma un puente salino con el grupo carboxilo del inhibidor, de forma
que el inhibidor alostérico mueve el asa rica en Gly donde se encuentra la arginina
hacia el sitio alostérico, alejandola del sitio activo y dificultando asi la union de la
molécula de sustrato. Sin embargo, este movimiento no impide la union del analogo del
sustrato, aunque probablemente disminuya la afinidad. Tampoco la unién del analogo
impide la union del inhibidor, como lo muestra la estructura con los dos ligandos unidos,
lo que claramente muestra que ambos no son mutuamente excluyentes, aunque uno
disminuya la afinidad de la enzima por el otro. La estructura, sin embargo, no muestra
en forma clara como el analogo disminuiria la afinidad por el inhibidor. Se necesitaria
contar con la estructura de la enzima s6lo con el sustrato o analogo de sustrato unido al
sitio activo para ver en qué forma se afecta el sitio de union del inhibidor alostérico. La
estructura cristalografica por tanto indica que la inhibicidn alostérica es de tipo
competitivo parcial. Ademas, la posicion anormal de la His catalitica es claramente
incompatible con su papel durante la catalisis, cuando el inhibidor esta unido al sitio
alostérico independientemente de si el sitio activo esté vacio, u ocupado con el anélogo,
lo que parece indicar que el inhibidor impide totalmente la catalisis. En el contexto de la
teoria alostérica de MWC, Kai y colaboradores, proponen que ambas estructuras de la
EcPEPC, la que tiene unido sélo al inhibidor y la que ademas tiene unido al analogo del
sustrato, estdn en la forma T, por que no se observa el sitio activo en condiciones
Optimas ni para la unién ni para la catélisis. Esto implica que la unién del sustrato no es
exclusiva para una forma de la enzima, es decir no sélo se une a la forma R sino

también a la forma T. Falta por conocer si la unién del inhibidor es o no exclusiva.
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Figura 11. Sitio de union del inhibidor alostérico aspartato. Panel A, estructura de
superficie del sitio del Asp en ECPEPC-Asp (cédigo PDB 1FIY). Panel B, sobreposicion
del sitio de unién del inhibidor en la estructura ECPEPC-DCDP-Mn**-Asp en azul
(codigo PDB 1JQN) y C4ZmPEPC-sulfato en naranja (cédigo PDB 1JQO). Las figuras
se realizaron con el programa PyMol (DeLano, 2002).
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2.2.11.2 b) Sitio alostérico de azucares fosforilados

La estructura de C4ZmPEPC obtenida con el anién sulfato unido mostré el
posible sitio de los azucares fosforilados. El sulfato se une en la intercara entre los
monomeros de una unidad dimérica (Figura 12a Panel A) en una region en la que
existen cuatro residuos positivos: las argininas 183, 184, 231 de una subunidad (Figura
12b Panel C) y la 372 de la subunidad vecina (Figura 12a Panel B; Matsumura et al.,
2002). El anién forma puentes de hidrégeno con las cadenas laterales de Argl83 y
Arg231, con el nitrdgeno peptidico de Argl84 y con la cadena lateral y el nitrégeno
peptidico de la Serl85 (Figura 12b Panel C). La Arg184 esta formando dos puentes de
hidrogeno fuertes con el Glu360 de la otra subunidad, mientras que el hidroxilo de la
Serl85 de uno de los mondémeros de la unidad dimérica forma dos puentes de
hidrogeno con la cadena lateral de la Arg372 de la subunidad vecina (en el otro
monomero también pudieran existir esos puentes de hidrogeno pero serian mas
débiles). Estas interacciones entre los dos mondmeros en la zona del sitio alostérico
para azucares fosforilados pudieran participar en la transmision de la sefal alostérica
de una subunidad a la otra. Simulaciones de dinamica molecular in silico indican que el
grupo fosfato de la Glc6P ocuparia la misma posicién que el anién sulfato en el cristal
de la C4ZmPEPC (Mancera and Carrington, 2005).

Se sabe por estudios de velocidad inicial que los azucares fosforilados no
requieren de Mg®* para unirse a su sitio alostérico (Mdjica-Jiménez et al., 1998), lo que
se confirma con la estructura de C4ZmPEPC con el anion sulfato unido en ausencia de

un metal.
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Figura 12a. Sitio de azucares fosforilados en C4ZmPEPC. Panel A, sitio activo y del
sulfato indicado con flechas en estructura de superficie. Panel B, dimero de
C4ZmPEPC (cédigo PDB 1JQO) con el sitio de union del sulfato, mostrando la
estructura secundaria en listones. La letra A corresponde a los residuos de la cadena A
(rojo), mientras que la letra B corresponde a los residuos de la cadena B (rosa) de
C4ZmPEPC.




/ Arg
A

Argl145
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Figura 12b. Sitio de azucares fosforilados en C4ZmPEPC. C) Sobreposicién del sitio
de unién del sulfato en C4ZmPEPC en color naranja (codigo PDB 1JQO) y EcPEPC
EcCPEPC-Mn?*-DCDP-Asp en azul (cédigo PDB 1JQN). Las figuras se realizaron con el
programa PyMol (DeLano, 2002).
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2.2.11.2 c) Sitio alostérico de aminoacidos neutros

Los estudios de mutagénesis sitio dirigida en 7 residuos que comprenden la
region 226-232 de C4ZmPEPC sugirieron que el sitio de unién de la Gly puede estar
muy cerca de los sitios propuestos de union de la GIc6P y del inhibidor malato (Yuan et
al., 2006) (Figura 13). Las enzimas mutantes R226Q y E229A mostraron una
disminucién en la afinidad por la Gly y por los inhibidores malato o aspartato (Yuan et
al., 2006). La Gly puede evitar la inhibicion por malato aumentando la ly s por el inhibidor
(Gillinta and Grover, 1995; Gao and Woo, 1996; Tovar-Méndez et al., 2000). Ademas
existe evidencia cinética de que la Gly y el malato son mutuamente excluyentes (Tovar-
Méndez et al., 2000).

Lys139

Figura 13. Posible sitio de union de Gly en C4ZmPEPC. Sobreposicién de las
estructuras de ECPEPC-Mn?*-DCDP-Asp, en color azul (codigo PDB 1JQN) vy
C4ZmPEPC, en color naranja (c6digo PDB 1JQO). El sitio probable de la Gly se
muestra dentro de la linea rosa. Las representacion de las estructuras se realiz6 con el
programa PyMol (DeLano, 2002).
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2.3 Técnicas para el estudio de cambios conformacionales de las proteinas

Son numerosas las técnicas que pueden usarse para detectar y caracterizar los
cambios conformacionales asociados a la transicion alostérica. A continuacion
describiré brevemente las mas utilizadas.

El espectro de dicroismo circular en la regién del UV lejano es una de las
técnicas mas utilizadas en el estudio de cambios conformacionales en solucion. Esta
técnica evalla caracteristicas globales de la estructura secundaria en las proteinas y
permite cuantificar las proporciones relativas de hélices a, hebras 3, giros y estructura
no repetitiva (“random coil”). La fluorescencia de residuos aromaticos como el Trp
(fluorescencia intrinseca), es de gran utilidad para monitorear el microambiente de una
proteina y proporcionar informacién de cambios conformacionales. Sin embargo, el
requisito para realizar fluorescencia intrinseca es que los sitios de interés a monitorear
tengan un residuo de aminoacido fluorescente, y que estos no estén muy préximos
entre si por que de lo contrario habra trasferencia de energia y apagamiento de la
fluorescencia. La fenilalanina, tirosina y triptofano pueden emitir fluorescencia al ser
excitados por luz en la regién UV del espectro electromagnético. La fluorescencia de la
fenilalanina en presencia tirosina y triptofano no se utiliza debido a su bajo rendimiento
cuantico en solucion (0.04 en comparacion con 0.20 y 0.21 para Trp y Tyr
respectivamente). La fluorescencia de la tirosina por su parte se apaga parcial o
completamente si este residuo se encuentra ionizado o cerca de un grupo amino, un
grupo carboxilo o un residuo de triptofano (Teale, 1960; Freifelder, 1982), por lo que
casi no se utiliza con la excepcion de si la proteina no tiene Trp. La fluorescencia del
triptofano es la que generalmente se usa cuando se quiere estudiar la fluorescencia
intrinseca de las proteinas, aunque se deben considerar los factores antes
mencionados teniendo en cuenta ademas que la fluorescencia de los triptofanos
también puede apagarse, si el triptofano tiene un grupo &cido protonado junto a él
(Freifelder, 1982), entre otros factores.

La fluorescencia de compuestos como el 1l-anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS)
(fluorescencia extrinseca) es otra de las técnicas en el estudio de cambios

conformacionales que nos da informacion sobre la estructura terciaria de proteinas. El
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ANS que en solventes polares es un fluoréforo muy débil, disuelto en solventes no
polares o unido las regiones hidrofobicas de las proteinas emite una sefial de
fluorescencia clara (Brand et al., 1967), detectando asi cambios de polaridad vy
viscosidad en el microambiente, sin afectar la union de los ligandos a la proteina.

Las técnicas de cinética rapida (por ejemplo, mediante flujo detenido o “stopped
flow”) acopladas a las técnicas espectroscépicas permiten determinar la cinética de la
unién de un ligando a la proteina, si ésta se lleva a cabo en escalas de tiempo de
milisegundos, y la cinética del cambio conformacional asociado a la transicion
alostérica, que generalmente es mas lento. Ademas, actualmente, es posible hacer ain
mas lento el cambio conformacional de proteinas como la hemoglobina, que ha sido el
paradigma de las proteinas alostéricas, fijandolas a un soporte sélido como silica para
estudiar el fenomeno de union mediante espectroscopia de fluorescencia (Shibayama
and Saigo, 1995; Bettati and Mozzarelli, 1997; Bruno et al., 2001; Shibayama and Saigo,
2001). La encapsulacion de proteinas en silica gel no solo hace mas lentos los cambios
conformacionales que se dan a nivel terciario, sino que fija a la proteina en un estado
cuaternario (T o R), ya que los movimientos mayores de la proteina estan limitados por
el soporte soélido (Shibayama and Saigo, 1995; Bettati and Mozzarelli, 1997; Das et al.,
1999; Juszczak and Friedman, 1999; Shibayama, 1999; Khan et al., 2000; Shibayama
and Saigo, 2001).

Una de las técnicas usadas para la elucidacion de la dindmica de proteinas en
solucion es la resonancia magnética nuclear (NMR de sus siglas en inglés), mediante la
cual podemos caracterizar subconformaciones de una proteina asi como los
movimientos de los atomos de la cadena principal y de las cadenas laterales (Fischer et
al., 1998; Kay, 1998; Wand, 2001). Sin embargo, tiene el inconveniente de que sélo las
proteinas pequefias pueden ser estudiadas. Ademas, se requiere una concentracion de
proteina en el intervalo milimolar y el que la proteina no se agregue en solucion.

La proteolisis limitada también ha sido muy utilizada para estudiar cambios
conformacionales en las proteinas nativas, inclusive se ha usado para monitorear los
procesos de agregacion de proteinas a amiloides. La proteolisis limitada requiere que la
proteina tenga sitios de corte especificos expuestos para que una proteasa sea capaz

de romper el enlace peptidico en esa region. A partir de estructuras tridimensionales de
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algunas proteinas sujetas a proteolisis se sabe que el corte no ocurre dentro de
elementos de estructura secundaria (por ejemplo dentro de hélices a), sino solo
en las asas. Esto es muy importante porque la técnica permite identificar sitios
de mayor flexibilidad o de desplegamiento localizado de una cadena
polipeptidica (Fontana et al., 2004). Para poder llevar a cabo experimentos que
produzcan resultados O6ptimos es necesario considerar factores como
concentracion baja de proteasa, tiempos de reaccién cortos y una temperatura
preferentemente baja. Sin embargo, la determinacion de estas condiciones no
es facil y depende fundamentalmente del propdsito del experimento y las
caracteristicas de la proteina que se utilice como sustrato.

Finalmente, la disponibilidad de microcalorimetros ayuda a estudiar la
dinamica molecular de una macromolécula a nivel termodinamico, lo que
permite cuantificar cambios en la entropia y entalpia relacionados con cambios

conformacionales en una proteina (Reinhart et al., 1989).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los aspectos aun no aclarados sobre la regulacion de C4ZmPEPC
es el del mecanismo responsable de los efectos alostéricos. Se ha propuesto
(Frank et al., 1999; Frank et al., 2001) que la regulacién alostérica de la enzima
puede explicarse de acuerdo al modelo concertado de MWC (Monod et al.,
1965). En el caso de la C4ZmPEPC, la conformacion T tendria alta afinidad por
el inhibidor malato, mientras que la conformacion R tendria alta afinidad por el
sustrato y los activadores alostéricos. De acuerdo a este modelo, el sustrato y
los activadores desplazarian el equilibrio hacia la forma R, mientras que el
inhibidor malato lo haria hacia la forma T. Los resultados de los estudios de
unién utilizando la técnica de flujo detenido son consistentes con un
desplazamiento por la unién de los ligandos del equilibrio preexistente entre dos
formas de la enzima (modelo MWC) y no con la induccién por los ligandos de un
cambio conformacional que seria consistente con el modelo de regulacion
alostérica propuesto por Kohsland, Nemethy y Filmer (Koshland et al., 1966). Sin
embargo, resultados experimentales obtenidos en nuestro laboratorio, tanto de
unién como de velocidad inicial (Tovar-Méndez et al., 1995; Tovar-Méndez et al.,
1997; Mujica-Jiménez et al., 1998; Tovar-Méndez et al., 1998; Tovar-Méndez et
al., 2000) no pueden explicarse por un mecanismo de regulacion alostérica que
contemple sélo dos estados conformacionales como propone el modelo MWC.
Los resultados antes mencionados sugieren particularidades muy interesantes
en la regulacion de la C4ZmPEPC, concretamente la existencia de mas de un
estado de alta afinidad, o R, que la hacen diferente de otras enzimas alostéricas,
pero que aun no se pueden integrar de forma concluyente en un modelo

particular del comportamiento alostérico de esta enzima.



4. HIPOTESIS

Los dos tipos de activadores de la enzima C4ZmPEPC, azucares fosforilados y
aminoacidos neutros, llevan a la enzima a diferentes estados conformacionales de alta
afinidad o diferentes estados R segun la nomenclatura del modelo MWC, que a su vez

son distintos del que resulta de la saturacion por el PEP.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar la union de los ligandos, sustrato, activadores e inhibidor, de la
C4ZmPEPC no fosforilada (forma de noche) usando la fluorescencia extrinseca del
ANS como herramienta para detectar tanto la union como el estado conformacional

resultante.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar los cambios en fluorescencia extrinseca del ANS unido a la enzima
C4ZmPEPC cuando ésta se titule con sus ligandos.

2. A partir de los cambios observados, determinar los parametros de unién de
estos ligandos y el efecto que la unién de alguno de ellos tenga sobre la unién de
otro(s), en ausencia y presencia de glicerol.

3. Comparar los cambios maximos en la fluorescencia y los pardmetros de union de

los ligandos a la enzima obtenidos en ausencia y presencia de glicerol.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Reactivos

PEP (sal de monociclohexil amonio), 2-B-mercaptoetanol, glucosa 6 fosfato (sal de
monosodio), NADH (sal disédica), Glc6P, malato, Gly, mélico deshidrogenasa de
corazon de porcino, EDTA (sal disddica), ANS y HEPES se compraron a Sigma Aldrich.

6.2 Métodos

6.2.1 Purificacion y ensayo de actividad de C4ZmPEPC

La enzima se purifico a partir de hojas de maiz (Chalquefio) de 8 semanas de
crecimiento, de acuerdo al protocolo puesto a punto en el laboratorio (Tovar-Méndez et
al., 1997). La actividad de PEPC de midi0 espectrofotométricamente en un ensayo
enzimatico acoplado, utilizando malico deshidrogenasa, y siguiendo la oxidacién del
NADH a 340 nm, en cubetas de 1 cm de paso de luz a 30 + 1 oC (Figura 14) . El medio
de ensayo estandar consisti6 en una solucion de HEPES-KOH 100 mM, pH 7.4,
conteniendo EDTA 1 mM, NADH 0.2 mM, NaHCO3 10 mM, PEP 5 mM, 10 mM MgCI2 y
4 unidades de mélico deshidrogenasa en un volumen final de 500 pL. La reaccién se
inicio adicionando 2 pL de solucion de enzima. Para medir la actividad se utilizd6 un
espectrofotometro DU-7500, Beckman Instruments, Fullerton, CA que cuenta con un
equipo de circulacion de agua con temperatura controlada. La unidad de actividad
enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima que produce la transformacion de
1 umol de sustrato por minuto a 30 oC bajo nuestras condiciones experimentales. Los
estudios de inhibicién por malato para probar la completa desfosforilacion de la enzima

se realizaron como se ha reportado previamente (Tovar-Méndez et al., 1998).



PEPC

PEP + HCO3 > OAA + HPO,* 1
Mg**
MDH

OAA + NADH + H* > malato + NAD* 2

Figura 14. Ensayo acoplado de PEPC. 1. La PEPC carboxila al fosfoenolpiruvato
tomando como fuente de CO; el bicarbonato presente en el medio, en presencia de
Mg®*. 2. El oxalacetato producido es reducido a malato por la malico deshidrogenada
dependiente de NADH (MDH), el nucleétido es consumido del medio para formar

simultaneamente su forma oxidada.

6.2.2 Determinacién de la concentracion de proteina

La concentracion de PEPC se determiné usando su absortividad molar, €,s0
109,895 M*cm™, calculado a partir de la secuencia de aminoéacidos de C4ZmPEPC (Gill
and Von Hippel, 1989). La pureza de la preparacion de la enzima se determind por

SDSPAGE (Laemmli, 1970) y revelado con Azul de Coomasie.

6.2.3 Experimentos de union al equilibrio mediante fluorescencia extrinseca

Para los experimentos de union utilizamos una concentracion de C4ZmPEPC-OH
(forma de noche de la C4ZmPEPC) de 1.4 uM, disuelta en un amortiguador de HEPES-
KOH 50 mM, pH 7.3, EDTA 0.1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, en ausencia o presencia
de glicerol 10 % (v/v). Los estudios se realizaron a 30 °C. A la celda se le afiade un
exceso de ANS (30 uM) tras lo cual se le adiciona la solucién madre de ligando hasta
lograr la saturacion de la enzima. La longitud de onda utilizada para excitar al ANS fue
de 370 nm. La fluorescencia de este compuesto se registré en un intervalo de longitud
de onda de emision de 400-600 nm. Se realizaron controles para determinar el efecto
de la dilucién y agitacion sobre la fluorescencia y con ellos se corrigieron los datos

experimentales antes de su analisis.



6.2.4 Analisis de datos

Para determinar los pardmetros de uniéon de los ligandos a la enzima se grafico la
intensidad de fluorescencia a la longitud de onda de emisién maxima, expresada como
el por ciento de la fluorescencia en ausencia de este ligando, frente a la concentracion
del ligando. Los datos experimentales se analizaron por regresion no linear, utilizando el
programa Origin (Microcal Origin) formulado con el algoritmo de Marquardt (1963). Los
datos de titulacién en los que el cambio de fluorescencia depende de la concentraciéon

del ligando variable de forma hiperbdlica, se ajustaron a la ecuacion de una hipérbola:

IF =IF [L)/ (Los+ [L]) 1

en donde IF es el cambio maximo o minimo de intensidad de fluorescencia producido
por el ligando, [L] concentracion de ligando y Los es la concentracion de ligando que
produce la mitad del cambio maximo de fluorescencia.

Los datos de titulacion en los que el cambio de fluorescencia varia con la
concentracion del ligando en forma sigmoidal, se ajustaron a una expresion derivada de

la ecuacion de Hill:
IF=1F[L] " (Los" +[L] ") 2
en donde IF es el cambio maximo o minimo de intensidad de fluorescencia producido

por el ligando, [L] concentracion de ligando, Lys es la concentracion de ligando que
produce la mitad del cambio maximo de fluorescencia y h es el nimero de Hill.



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Titulacion de la enzima por sus ligandos en presencia y ausencia de glicerol

Mediante espectroscopia de fluorescencia, se estudié la unién a la enzima
C4ZmPEPC de cuatro de sus ligandos: el PEP vy los efectores alostéricos GIc6P, Gly y
malato. En este trabajo decidimos trabajar con la forma no fosforilada (de noche) como
un primer acercamiento en esta investigacion. Dado que encontramos que la union de
ligandos a la enzima no produce cambios importantes en la fluorescencia intrinseca de
triptofanos que nos permitieran determinar los parametros de union, decidimos utilizar la
fluorescencia extrinseca del ANS (Heitz and Brand, 1971; Brand and Gohlke, 1972;
Wang and Portis, 1991). En estos estudios determinamos el cambio conformacional que
resulta de la union de la C4ZmPEPC por sus ligandos, que asociamos con el cambio
maximo en la fluorescencia extrinseca, y dos aspectos de la union: 1) la afinidad de la
enzima por el ligando con el que se esté titulando, medida por el pardmetro Losque es
la concentracion de ligando que produce el 50% del cambio total de fluorescencia y 2)
el nimero de Hill (h) que nos indica el grado de cooperatividad entre los sitios de union
de las subunidades de la enzima para un ligando en particular.

En la primera parte del proyecto estudiamos la union de los ligandos a la enzima
libre o previamente saturada con algun ligando en presencia de glicerol, éste
compuesto se usO para mimetizar la elevada concentracion de proteina y alta
viscosidad existente in vivo. El glicerol ha sido ampliamente utilizado para mantener la
estabilidad de muchas proteinas, incluida la C4ZmPEPC, durante su purificacion y
almacenamiento, dada la capacidad de este compuesto de favorecer la interaccion
proteina-proteina (Gekko and Timasheff, 1981, 1981). En el caso de la C4ZmPEPC el
glicerol aumenta su actividad y afinidad por el sustrato PEPMg y anula la cooperatividad
homotrépica positiva por el sustrato (Podesta and Andreo, 1989; Mujica-Jiménez et al.,
1998). No se sabe exactamente cuél es el mecanismo por el cual el glicerol aumenta la
actividad de la enzima, aunque se ha propuesto que lo hace evitando la disociacion que

ocurriria a las pequefias concentraciones de proteina a las que se mide la actividad



enzimatica in vitro (Podesta and Andreo, 1989). Sin embargo, como se ha mencionado,
se ha demostrado que el tiempo medio de inactivacion por dilucion de la enzima en el
medio de ensayo en ausencia de ligandos es de 190 min, mientras que el ensayo de
actividad es de 30 a 60 segundos, por lo que la enzima en este tiempo se encontrara
como tetrameros activos haya o no glicerol en el medio. Por todo ello, consideramos
interesante determinar los pardmetros de unidn tanto en presencia como en ausencia
del glicerol.

Como ejemplo de los resultados obtenidos en los estudios que aqui reportamos,
en la Figura 15 se muestran los espectros de emision del ANS obtenidos cuando la
enzima se titula con PEP en presencia del fluor6foro tanto en ausencia como en
presencia de glicerol. Se puede observar una disminucién importante en la intensidad
méaxima de fluorescencia, sobre todo en presencia de glicerol, a medida que se
incrementa la concentracién del sustrato, y un corrimiento en la longitud de onda de
emision maxima (Amax) hacia el rojo, lo cual es una indicacion de que el fluoroforo se
une menos a la enzima a medida que el PEP se une y/o que el ambiente de la regién o
regiones de la proteina a la(s) que se une el fluoroforo es menos hidrofobico (Heitz and
Brand, 1971; Brand and Gohlke, 1972). Esto es una indicacion de que hubo un
rearreglo conformacional cuando el PEP se uni6 a la enzima, y ésta mostr6 menos
cavidades hidrofébicas a las que pudo unirse el ANS.

En la Figura 16 se muestra el andlisis de todos los espectros obtenidos de la
union de los cuatro ligandos a la enzima libre, analisis que nos permite conocer tanto el
cambio maximo de fluorescencia como los parametros de unién de los ligandos. Para
este analisis consideramos so6lo los cambios en la intensidad de fluorescencia a la Amax

porque son mas importantes y, por tanto, mas faciles de analizar, que los cambios en la

Amax.
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Figura 15. Efecto de la concentracion de PEP (de 0-10 mM) sobre los espectros de
fluorescencia extrinseca del ANS en la C4ZmPEPC-OH. Los experimentos de union se
realizaron en un amortiguador de HEPES-KOH 50 mM, pH 7.3, EDTA 0.1 mM, (-
mercaptoetanol 10 mM, en ausencia (Panel A) o presencia de glicerol 10 % (v/v) (Panel
B). Los estudios se realizaron a 30 °C. Se utilizé una concentracion de ANS de 30 uM, y
una concentracion de proteina de 1.4 uM (0.15 mg/mL). La longitud de onda de

excitacion del ANS fué de 370 nm.
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Con los datos de unién de la GIc6P a la enzima en ausencia de glicerol y
con los de la unién de la Gly en presencia de glicerol no fue posible obtener buenos
ajustes, ya que aunque en los dos casos se observan ligeros cambios en la
fluorescencia al ir titulando con el ligando, los valores son muy dispersos en
comparacion con los obtenidos en los estudios de la unién del resto de los ligandos.
Este fue también el caso cuando las titulaciones con estos activadores se hicieron en

presencia de concentraciones saturantes de otros ligandos.

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos cuando la enzima libre se
titulé con los cuatro ligandos usados en este estudio.

Tabla 3. Pardmetros de union de los ligandos a C4ZmPEPC-OH en ausencia y
presencia de glicerol.

Sin glicerol Con glicerol
(% (mM) (% inicial)
inicial)
PEP 7.00+ 0.63 3.37 +0.85 93 0.58+0.02  2.1+0.16 50
Glc6P ND ND ND 2.40:0.11  4.0+0.00 94
Gly 16.63+3.15 1.08 = 0.20 117 ND ND ND
Malato 0.23+0.02 0.99=0.11 70 0.51+0.06  0.82+0.09 65

ND: Parametro no determinado.

Como puede observarse en la Figura 16 grafico Ay E y Tabla 3, el glicerol
favorece notablemente la union del PEP bajo condiciones no cataliticas de nuestros
experimentos, igual que lo hace bajo condiciones cataliticas (Podesta and Andreo,
1989; Mduijica-Jiménez et al., 1998; Tovar-Méndez et al., 2000). EI PEP se une
cooperativamente tanto en ausencia como en presencia de glicerol, pero la
cooperatividad es mucho mayor cuando no hay glicerol en el medio. Ademas, el cambio
maximo en la intensidad de fluorescencia producido por la unién del PEP es bastante
menor si no esta presente el cosoluto. En conjunto, estos resultados indican que la
conformacién de la enzima en presencia de glicerol es muy diferente del que tiene en
su ausencia. Aungque desconocemos las diferencias entre estas conformaciones son a

nivel terciario o cuaternario.



Al titular a la enzima con la GIc6P en un medio sin glicerol (Figura 16, grafico B y
Tabla 3), si se observo un cambio pequefio en la florescencia del ANS inducido por este
activador, aunque no se obtuvo un buen ajuste de los datos por lo que no fue posible
determinar los parametros de unidn para este activador. Tampoco se pudo medir esta
unién en experimentos en los que se estudio la proteccion ofrecida por la GIc6P frente a
la insensibilizacion de la enzima al activador producida por modificacion quimica con
piridoxal 5 fosfato (un reactivo especifico para lisinas) (Tovar-Méndez et al., 1995). Sin
glicerol el activador GIc6P no fue capaz de proteger a la enzima frente a la
insensibilizacién por el piridoxal 5 fosfato, pero si lo fue cuando los experimentos se
realizaron en presencia del cosoluto. Conjuntamente, estos resultados parecen indicar
gue la GIc6P no se une, 0 se une pobremente en ausencia del glicerol, es decir que la
enzima en estas condiciones (no cosoluto y condiciones no cataliticas) no tiene bien
conformado el sitio alostérico para el activador (Figura 16, grafico B y Tabla 3). Una
explicacion alternativa es que si se una la GIc6P, pero que lo haga de forma que no
altere la unién del ANS ni proteja a la Lys sujeto de la modificacion quimica con PLP.
De cualquier forma, estos resultados estdn de nuevo indicando diferencias entre las
conformaciones que la enzima tiene en presencia o ausencia de glicerol.

En presencia de glicerol, el valor de 4 del numero de Hill nos indica que la GIc6P
se une con la maxima cooperatividad posible, ya que la enzima es tetramérica (Figura
16, grafico F y Tabla 3). Este resultado, junto con la ausencia de cambios claros en la
fluorescencia cuando no hay glicerol en el medio, sugiere que con o sin glicerol el
equilibrio entre dos formas de la enzima, la que no une a la GIc6P y la que si la une,
esta muy desplazado hacia la primera (sin glicerol), pero que en presencia del cosoluto
existe aunque sea una pequefia proporcién de enzima capaz de unir al activador y, por
tanto, de desplazar el equilibrio hacia la forma que si lo une (Figura 16 grafico B y F;
Tabla 3).

Con respecto al activador Gly (Figura 16 grafico C y G; Tabla 3), mientras que la
presencia del glicerol en el medio no nos permiti6 obtener los datos de la unién de este
activador, en ausencia de este cosoluto si se observaron cambios en la fluorescencia
extrinseca de la enzima inducidos por la Gly. Estos resultados pudieran explicarse por

las mismas razones que las dadas para el caso de la GIc6P, pero en el caso de la Gly



otra posible explicacion seria que el cosoluto se una en o cerca del sitio de union de
este activador estorbando su union. Es necesario probar el efecto de otros cosolutos,
como por ejemplo polietilénglicol, comparandolos con los observados con glicerol, para
poder discernir si los efectos de éste Ultimo sobre la unién de los ligandos son
inespecificos, es decir, si se deben al efecto del cosoluto sobre las propiedades
fisicoquimicas de la solucién, o podrian ser especificos, es decir se deben, al menos en
parte, a la unién del glicerol a la enzima. El obtener una estructura cristalografica de la
C4ZmPEPC en presencia de glicerol permitiria comprobar o descartar en forma
definitiva la union del glicerol a la enzima.

La union de la Gly a la enzima libre en ausencia de glicerol (Figura 16, grafico C;
Tabla 3) produjo un aumento en la intensidad méaxima de fluorescencia con respecto a
la observada cuando el ligando no esta presente. Ello indica que el cambio
conformacional que la enzima posee cuando esta saturada con la Gly une mejor al ANS
gue la enzima libre no unida a ningun ligando, y contrasta con los resultados obtenidos
con los otros ligandos, los que disminuyen la unién del ANS a la enzima (Figura 16 y
Tabla 3). Parece entonces que la Gly favorece un cambio conformacional de la enzima
con mas regiones hidrofébicas expuestas. EI cambio en la conformaciéon de la enzima
inducido por la Gly parece darse a nivel de estructura terciaria y no cuaternaria, ya que
no se observo ninguna cooperatividad en la unién del activador.

Es interesante que, a juzgar por el cambio maximo en la intensidad de la
fluorescencia a la Amax que producen, ninguno de los dos activadores, ni la GIc6P ni la
Gly, llevan a la enzima a la misma conformacion que el PEP, lo que sugiere al menos
tres diferentes estados de alta afinidad, no un Unico estado R como propone el modelo
MWC.

Por lo que respecta a malato (Figura 16, grafico D y H; Tabla 3), es interesante
gue se une a la enzima libre con mayor afinidad que el PEP (30 veces mayor) cuando
no esta presente el glicerol y mantiene su afinidad cuando esta el cosoluto. Puesto que
se conoce que la inhibicion por malato es fundamentalmente de tipo competitivo
(Gonzalez et al., 1984; Rodriguez-Sotres et al., 1987), estos resultados indicarian que
es un inhibidor muy potente, sobre todo porque, ademas, los niveles intracelulares del

inhibidor son mas altos que los del PEP (Tovar-Méndez et al., 2000). Sin embargo, hay
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gue tener en cuenta que el verdadero sustrato de la reaccidn catalizada por la
C4ZmPEPC es el complejo PEPMg y que la afinidad de la enzima por este complejo es
significativamente més alta que por el PEP libre (Tovar-Méndez et al., 1998).

Tampoco conocemos la razon por la que en presencia de glicerol el inhibidor se
une a la enzima con ligera cooperatividad negativa (este resultado se repite en todos
los experimentos de union del inhibidor a C4ZmPEPC y es consistente con el que se
observd en estudios cinéticos). Hay dos posibles explicaciones: la primera es que en
presencia del cosoluto la unién del inhibidor a su sitio alostérico se dificulte a medida
gue se vayan ocupando estos sitios, es decir que exista una verdadera cooperatividad
negativa entre los sitios de malato de las subunidades de la enzima. La segunda
posibilidad es que los sitios alostéricos de diferentes subunidades no posean la misma
afinidad por el inhibidor, es decir, que en la molécula tetramérica de enzima exista
heterogeneidad de estos sitios de union al inhibidor. A pesar de que se cuenta con un
cristal de C4ZmPEPC obtenido en ausencia del inhibidor y que éste no muestra
heterogeneidad en el sitio alostérico para malato (Matsumura et al., 2002) no podemos
concluir que la primera explicacion sea la valida, por que este cristal se obtuvo en

ausencia de glicerol.

7.2 Unién de PEP a la enzima saturada con activadores o inhibidor

En la Figura 17 y en la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos cuando la
enzima previamente saturada con la GIc6P, la Gly o el inhibidor se titul6 con el PEP.

Para facilitar la comparacion y la interpretacion de los datos se incluyen en esta
ltima tabla los resultados obtenidos con la titulacion con el PEP de la enzima libre que
se dieron en la Figura 16 y en la Tabla 3.

11
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Tabla 4. Pardmetros de unién de PEP a C4ZmPEPC-OH previamente saturada con sus
efectores alostéricos.

Sin glicerol Con glicerol
saturante (% inicial) (% inicial)
ninguno 7.00+£0.63 3.37 +£0.85 93 0.58 +0.02 2.1+0.16 50
Glc6P 2.15+0.43 1.16 +0.19 75 2.25+0.33 1.12+0.13 75
Gly 4.28+0.76 1.00 = 0.00 75 0.87+0.05 1.06 +0.12 65
Malato 1.75£0.88 1.27 £ 0.61 108 0.93+0.63 1.26=+1.04 105

En ausencia del cosoluto, la GIc6P y la Gly favorecen la unién del PEP a la
enzima (Figura 17, graficos B yC; Tabla 4) , aunque menos de lo que lo hace el propio
glicerol. En presencia de glicerol ninguno de los activadores favorece la union del PEP
(Figura 17, graficos F y G; Tabla 4), incluso la Glc6P parece estorbarla. Es probable que
glicerol por si mismo lleve al sitio activo a la conformacion idénea para unir al PEP y
que, por ello, los activadores no puedan tener un efecto adicional.

Independientemente del activador con el que previamente se sature a la enzima,
el PEP se une sin cooperatividad tanto en ausencia como en presencia de glicerol
(Tabla 4). Este resultado sugiere que las diferencias entre los estados de alta afinidad
producidos por el ligando y los activadores se dan a nivel de estructura terciaria, no
cuaternaria.

Por el momento, no podemos explicar por qué en ausencia de glicerol se
favorece la union del PEP a la enzima saturada previamente con el malato (Figura 17,
graficos D y H; Tabla 4), cuando hubiéramos esperado todo lo contrario. Incluso en
presencia de glicerol, el incremento en la Lo s es bastante pequefio, curiosamente menor
gue el incremento que se observo en la enzima saturada con la GIc6P. Pudiera ser que
los efectos inhibitorios se ejerzan sobre el complejo PEPMg, que es sobre el que se
lleva a cabo la reaccion de carboxilacién, y no sobre la union del PEP libre. Por otro
lado es importante mencionar que el inhibidor y el PEP no parecen ser mutuamente

excluyentes, como lo muestra la estructura de la ECPEPC obtenida en ausencia de
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glicerol con el inhibidor (en este caso aspartato) unido a su sitio alostérico y un analogo
del sustrato unido al sitio activo. De acuerdo a esa estructura, la inhibicion parece mas
bien deberse a que no puede llevarse a cabo la catalisis porque la His catalitica esta
alejada del sitio activo (Matsumura et al., 2002), y no a un efecto del inhibidor sobre la
union del sustrato. Nuestros resultados son consistentes con la formacion de un
complejo ternario enzima-PEP-inhibidor.

No encontramos diferencias significativas en los cambios méaximos de la
intensidad de fluorescencia provocados por la union de PEP a la enzima previamente
saturada con sus activadores alostéricos, tanto en presencia como en ausencia de
glicerol (Figura 17, Tabla 4). En la enzima saturada previamente con el malato (Figura
17, graficos D y H; Tabla 4) se observé un incremento con respecto al cambio maximo
observado en la enzima libre, sobre todo en presencia de glicerol, lo que indica una
mayor exposicion de regiones hidrofébicas de la enzima unida a malato que en la
enzima unida a malato y a PEP. Alternativamente, pudiera ser que el PEP haya
desplazado al malato de su sitio de union en la enzima, regresando a ésta a la
conformacioén caracteristica del complejo enzima-PEP que vimos une mas al ANS que
el complejo enzima-malato (Tabla 3). Sin embargo, de ser éste el caso la Los para PEP

hubiera aumentado, no disminuido como se observo.

7.3 Union de GIc6P a la enzima saturada con el sustrato, Gly o malato

En la Figura 18 y en la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de la
titulacion de la enzima previamente saturada con alguno de los otros tres ligandos
usados en nuestro estudio, con la Glc6P. Para facilitar la comparacion y la
interpretacion de los datos, se incluyen en esta ultima tabla los resultados obtenidos de
la titulacion de la enzima libre con la GIc6P que se dieron en la Figura 16 y en la Tabla
3.
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Tabla 5. Pardmetros de unién de Glc6P a C4ZmPEPC-OH previamente saturada con
sus efectores alostéricos.

Sin glicerol Con glicerol
Ligando fijo- Lgs (MM) h IFmax Los (MM) h IFmin
saturante (% inicial) (% inicial)
ninguno ND ND ND 2.40+0.11 4.0+0.00 94
PEP ND ND ND 1.63+0.09 1.84+0.17 65
Gly ND ND ND 0.10+0.00 2.15+0.12 90
Malato 4,72+ 0.75 1.00 = 0.00 106 6.87+1.01 225+0.74 95

ND: Parametro no determinado.

En ausencia de glicerol no fue posible determinar la union de la GIc6P a la
enzima, aunque ésta hubiera sido saturada previamente con el PEP o la Gly (Figura 18,
graficos B y C; Tabla 5). Como ya se coment6 anteriormente no fue posible ajustar los
datos, o la tendencia de los mismos es muy pobre. Es probable que el cambio
conformacional de la enzima saturada con el PEP y la GIc6P o con la Gly y la Glu6P
(complejos ternarios) en ausencia de glicerol no difiera o difiera muy poco de la
conformacién de los complejos binarios enzima-PEP o enzima-Gly en cuanto a su
capacidad de unir al ANS, aunque no sabemos la razén por la que no observamos
cambios, no se puede descartar que exista un cambio conformacional diferente de la
enzima en estas condiciones. En presencia del cosoluto, si se observaron cambios en
la fluorescencia extrinseca que permitieron detectar la unién de la Glc6P a los
complejos binarios enzima-PEP y enzima-Gly. Cuando comparamos los parametros de
esta union con la que ocurre a la enzima libre, encontramos que la Gly favorece 24
veces la unién de la Glc6P, mientras que el PEP sélo la favorece 1.5 veces. Es claro
por tanto que ambos complejos binarios difieren en la conformacion del sitio alostérico
para la Glc6P. Se sabe que ambos tipos de activadores, los azlcares fosforilados y los
aminoacidos neutros, tienen efectos sinérgicos sobre la actividad de la enzima
(Bandarian et al., 1992; Gillinta and Grover, 1995), lo que es consistente con el

incremento en la afinidad de la enzima por la GIc6P provocado por la Gly. El incremento
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pobre observado en estos estudios de unién en la afinidad por el activador provocado
por el PEP contrasta con el efecto mucho mayor observado en estudios de velocidad
inicial (Tovar-Méndez et al., 2000), lo que podria deberse a que bajo condiciones
cataliticas el ion Mg?* esté presente, y por lo tanto es el PEPMg el que tiene un efecto
mayor sobre la afinidad del activador. De ser esta la razon, ello indicaria que el efecto
importante del sustrato sobre la union de la GIc6P la ejerce el complejo PEPMg mas
que el PEP libre. Y viceversa, que el efecto de la GIc6P sobre la union del sustrato se
ejerce sobre la union del complejo con el metal, lo que explicaria el que en nuestros
estudios no encontrdsemos una disminucion en la Lo s para el PEP cuando la enzima se
ha saturado previamente por la GIc6P (Tabla 4).

La union en presencia de glicerol de la GIc6P tanto al complejo enzima-PEP,
como al complejo enzima-Gly es cooperativa (Figura 18, graficos F y G; Tabla 5), pero
menos que la union a la enzima libre que mostré una cooperatividad maxima (Figura
18, grafico E; Tabla 5). Nuevamente, estos resultados no se pueden explicar mediante
el modelo de sélo dos estados de MWC, ya que el PEP o la Gly deberian llevar a la
enzima al estado R, que ya no sufriria ningin cambio conformacional a nivel cuaternario
por la saturacién con otro activador.

En ausencia del glicerol no nos es posible comparar los parametros de union de
la Glc6P al complejo enzima-malato con los de la union a la enzima libre, debido a que
no fue posible obtener los ultimos (Figura 18, graficos A y D; Tabla 5). En presencia de
glicerol como era de esperarse, el malato si estorba la union del activador GIc6P, pero

el efecto no es muy importante (Figura 18, graficos E y H; Tabla 5).

7.4 Union de Gly a la enzima saturada con PEP, GIc6P o malato

En la Figura 19 y en la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos de la
titulacién con el activador Gly de la enzima previamente saturada con alguno de los
otros tres ligandos. Para facilitar la comparacion y la interpretacion de los datos se
incluyen en esta ultima tabla los resultados obtenidos de la titulacion de la enzima libre

con la Gly que se dieron en la Figura 16 y en la Tabla 3.
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Figura 19. Intensidad de fluorescencia del ANS en funcién de la [Gly] en la enzima
saturada con el PEP, la GIc6P o el inhibidor, en ausencia (B-D) y presencia (F-H) del
glicerol. La titulacion por la Gly a la enzima libre en ausencia y presencia de glicerol se
muestra en el Panel Ay E, respectivamente.
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Tabla 6. Pardmetros de unién de Gly a C4ZmPEPC-OH previamente saturada con sus
efectores alostéricos.

Sin glicerol Con glicerol
saturante (% inicial) (% inicial)
ninguno 16.63+3.15  1.08 = 0.20 117 ND ND ND
PEP 1.36+0.13  1.76 + 0.30 84 0.85+0.04 1.17 +0.58 60
Glc6P 16.45+ 2.55  1.00 = 0.00 122 ND ND ND
Malato 45,54+ 20.61 1.53 =0.51 120 ND ND ND

ND: Parametro no determinado.

La union de la Gly a la enzima libre o saturada con otro ligando no pudo
observarse en presencia de glicerol, excepto cuando la enzima estaba saturada con el
PEP (Figura 19, gréaficos E-H; Tabla 6). No podemos saber como se une la Gly a los
complejos enzima-GIc6P o enzima-malato, pero si que se une con alta afinidad al
complejo enzima-PEP, mucho mas alta que con la que se une la GIc6P a este mismo
complejo (ver este resultado en la Figura 18, Tabla 5. En el caso de la Gly si parece
gue los efectos activadores se ejercen a nivel de la unién del PEP libre.

Sorprendentemente, sin glicerol no encontramos que la union previa de la GIc6P
a la enzima aumentara la afinidad por la Gly, un aumento que si se habia observado en
la afinidad por la Glc6P cuando la Gly era el primer ligando que saturaba a la enzima
(Figura 18, Tabla 5). La razon de estas diferencias puede estar en que en un caso hay
glicerol en el medio y en el otro no. Lamentablemente, no podemos conocer si existe la
reciprocidad esperada en los efectos de la Glc6P sobre la unién de la Gly y viceversa,
bajo las mismas condiciones, ya que no fue posible determinar la unién de la GIc6P en
ausencia de glicerol ni la de la Gly en presencia de glicerol.

En ausencia de glicerol no se observo cooperatividad de union de la Gly a la
enzima, excepto cuando ésta se saturdé previamente con el PEP o el malato (Figura 19,
graficos A-D; Tabla 6). De acuerdo al modelo de MWC, era de esperarse cooperatividad
positiva de union del activador si la enzima se habia saturado previamente con el

inhibidor y, por tanto, estaba mayoritariamente en la forma T que no une o une
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pobremente el activador. La cooperatividad seria la consecuencia del desplazamiento
del equilibrio hacia la forma R a medida que se fuese uniendo el activador. Pero en
términos del mismo modelo, no es explicable el que haya cooperatividad positiva
cuando la enzima ya haya sido llevada al estado R, que es el que une al activador, por
la saturacion con el PEP.

Igual que sobre la unién de la GIc6P, el inhibidor malato dificulta la union de la
Gly, disminuyendo la afinidad de la enzima por el activador un poco mas de dos veces.
Este es un efecto menor que el observado en estudios de velocidad inicial (Tovar-
Méndez et al., 2000), lo que nos lleva a pensar que bajo condiciones cataliticas el
efecto directo del inhibidor sobre la unién de los activadores, o viceversa, se amplifica a
través del efecto que inhibidores y activadores tienen sobre la unién del sustrato
PEPMg. En otras palabras, si el inhibidor disminuye la union del sustrato, esto se refleja
indirectamente en una disminucién de la union del activador. Y por el contrario, si un
activador aumenta la union del sustrato ello se traduce indirectamente en una
disminucion en la union del inhibidor. De esta forma, los activadores y el inhibidor
tendrian unos sobre la union de los otros tanto efectos directos como indirectos. En los
estudios que aqui reportamos soOlo podemos observar los efectos directos y esto
explicaria la menor magnitud del efecto observado.

En ausencia de glicerol, el cambio méaximo en la intensidad de la fluorescencia
fue muy similar cuando se titul6 a la enzima libre con la Gly, o la enzima previamente
saturada con la Glc6P o el malato, y este cambio consistid6 en un incremento en la
fluorescencia con respecto a la que se observa antes de titular con la Gly (Figura 19,
graficos A-D; Tabla 6). Este resultado indica que la Gly lleva a la enzima libre o a los
complejos enzima-GIc6P y enzima—malato a una conformacién con mas regiones
hidrofébicas expuestas. Por el contrario, la saturacibn con la Gly produjo una
disminucién en la fluorescencia extrinseca cuando la enzima se habia previamente
saturado con el PEP con respecto a la que muestra la saturacion de la enzima libre.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos cuando se satura el complejo binario
enzima-Gly con el PEP (Figura 17, Tabla 4) y el complejo binario enzima-PEP con la
Gly (Figura 19, Tabla 6), lo que en ambos casos lleva a la formacion del complejo

ternario enzima-PEP-Gly, se puede concluir que este complejo ternario es mas cerrado
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y con menos capacidad de unir al ANS que los complejos binarios. Por otra parte, de
nuevo estos resultados sugieren que el cambio conformacional que posee el complejo
enzima-PEP es diferente al del complejo enzima-Glc6P, en este caso en lo que
respecta al sitio alostérico para la Gly, es decir, de nuevo sugieren la existencia de

diferentes estados de alta afinidad de la enzima.

7.5 Union del inhibidor malato a la enzima saturada con sustrato y activadores

En la Figura 20 y en la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de la
titulacidén con el inhibidor malato de la enzima, previamente saturada con el sustrato o
los activadores. Para facilitar la comparacién y la interpretacién de los datos se incluyen
en esta Ultima tabla los resultados obtenidos de la titulacion de la enzima libre con el

malato que se dieron en la Figura 16 y en la Tabla 3.
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Tabla 7. Parametros de unién de union del inhibidor malato a C4ZmPEPC-OH
previamente saturada con sustrato o activadores.

Sin glicerol Con glicerol
saturante (% inicial) (mM) (% inicial)
ninguno 0.23+ 0.02 0.99 = 0.11 70 0.51+0.06  0.82+0.09 65
PEP 6.08+ 1.28 0.93 + 0.09 80 1.44+0.11 2.05 = 0.25 75
GlceP 0.12+ 0.01 0.93 +0.12 60 0.33+0.02 1.11+0.07 60
Gly 0.53+ 0.03 1.06 = 0.07 65 1.41+ 0.07 1.50 = 0.09 70

Ya sea en ausencia o presencia de glicerol, el PEP y la Gly disminuyen la
afinidad de la enzima por el inhibidor (Figura 20, Tabla 7), pero mientras que en
ausencia del cosoluto PEP la disminuye 27 veces (Figura 20, grafico B; Tabla 7), en su
presencia solo lo hace unas tres veces (Figura 20, grafico F; Tabla 7). El activador Gly
so6lo disminuye la afinidad por el inhibidor unas 2-3 veces en ambas condiciones (Figura
20, Tabla 7), lo que es comparable con el efecto observado del inhibidor sobre la union
de la Gly en ausencia de glicerol (Figura 19, Tabla 6). Por tanto, en este caso si se
observan efectos reciprocos entre el activador y el inhibidor. Tanto en ausencia como
presencia de glicerol, la GIc6P no so6lo no disminuyé la afinidad de la enzima por el
inhibidor sino que incluso la aument6. Por un lado, estos resultados son consistentes
con la incapacidad de la GIc6P de revertir la inhibicién producida por el malato (Tovar-
Méndez et al., 2000), pero por otro no muestran reciprocidad con los efectos de malato
sobre la union de la GIc6P (Tabla 5), ya que el malato disminuye la afinidad de la
enzima por la GIc6P unas tres veces. Por el momento, no conocemos las razones de
estas discrepancias.

Mas importante aun es la falta de reciprocidad entre el efecto de malato sobre la
union del PEP (Tabla 4) y el efecto del PEP sobre la unién del malato (Tabla 7)
observada en estos estudios. Mientras que la previa saturacion de la enzima con malato
favorece la union del PEP, la previa saturacién de la enzima con el PEP dificulta la

unién del malato. Comparando las estructuras cristalograficas de la EcCPEPC (con
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inhibidor unido) y a la de la C4ZmPEPC (sin inhibidor) parece que una diferencia
importante es la posicion de un residuo de arginina que participa en la union del
inhibidor (Kai et al., 1999) y en la catalisis (Yano et al., 1995). Este residuo esta en el
sitio alostérico cuando el inhibidor esta unido, contribuyendo a su unién por enlace de
tipo i6nico con su cadena lateral (Kai et al., 1999) y cercano al sitio activo, en ausencia
del inhibidor (Matsumura et al., 2002). Pero curiosamente esta arginina no parece ser
importante en la unién del sustrato puesto que en otra estructura de ECPEPC en la que
estan unidos a la enzima tanto el inhibidor como un analogo del sustrato (Matsumura et
al., 2002) permanece en el sitio del inhibidor. En otras palabras, la interaccion de la
arginina con el inhibidor es mucho mas fuerte que la que pudiera hacer con el sustrato,
puesto que el analogo no es capaz de alejarla del sitio alostérico y llevarla al sitio activo.
Quizas la Argb647 sea la causante de la falta de reciprocidad entre los efectos del
sustrato y el inhibidor. Desafortunadamente, no se cuenta por el momento con una
estructura que tenga un analogo del sustrato en el sitio activo y el sitio alostérico de
malato vacio, estructura que nos permitiria conocer si este residuo de arginina
interacciona de alguna forma con el sustrato en ausencia del inhibidor o so6lo es un
residuo que participa en algun paso de la catalisis. Tampoco se tiene una estructura de
la enzima completamente vacia (forma T sin inhibidor) que nos muestre la posicion de
este residuo y si pudiera ser un estorbo para la unién del sustrato.

En ausencia del cosoluto el inhibidor se unié a la enzima saturada con sustrato y
activadores sin cooperatividad (Figura 20, graficos A-D; Tabla 7), lo que sugiere que los
cambios conformacionales provocados por la saturaciéon con malato bajo esta condicién
se dan a nivel de cada subunidad, sin afectar la afinidad de las otras subunidades por el
inhibidor. En presencia de glicerol si se observé cooperatividad de union del malato a la
enzima saturada con el PEP y la Gly (Figura 20, graficos E-H; Tabla 7). Por tanto, la
saturacion de los complejos enzima-PEP y enzima-Gly con el malato si involucra
comunicacion entre los sitios alostéricos del inhibidor de manera que los cambios que
ocurren en una subunidad se propagan a las otras aumentando en éstas la afinidad por
el inhibidor. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos cuando la enzima
previamente saturada con malato se titula con el PEP o la Gly (Tabla 4 y 6), en los que

también se observa cooperatividad en la unién y con los obtenidos cuando esta misma
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enzima se satura con la GIc6P en ausencia de glicerol, en los que no se observa

cooperatividad en la unién del activador.
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8. CONCLUSIONES

Nuestros resultados permiten concluir en forma general:

1. Los complejos enzima-PEP, enzima-GIc6P y enzima-Gly tienen una
conformacion diferente, como lo mostraron las diferencias en los cambios
de fluorescencia extrinseca. Por lo tanto, proponemos que al menos
existen tres conformaciones diferentes de alta afinidad, o formas R, de la
C4ZmPEPC. Las diferencias entre estos estados de alta afinidad pueden
darse a nivel de estructura terciaria y/o a nivel de estructura cuaternaria.

2. En presencia de glicerol la enzima libre posee una conformacion
diferente a la que tiene en su ausencia, que se manifiesta, por ejemplo,
en que el glicerol favorece la unién del sustrato PEP a la enzima libre y

dificulta la del inhibidor malato.



9. PERSPECTIVAS

Aunque los resultados aqui mostrados no pueden explicarse con un modelo
de solo dos estados conformacionales, es necesario aportar mayor evidencia
experimental que confirme la existencia de multiples estados conformacionales
involucrados en la regulacion alostérica de esta importante enzima. Con este
objetivo y para completar los estudios aqui reportados, proponemos que se
deberia hacer, al menos, lo siguiente:

1. Sobre-expresar a la C4ZmPEPC-OH con una cola de histidinas en su extremo
amino terminal, para asegurarnos que se obtiene una proteina no truncada tras
una cromatografia de afinidad, y ademas facilitar su purificacion.

2. Completar los estudios de unién al equilibrio del sustrato y efectores alostéricos
a la forma de oscuridad de la C4ZmPEPC usando ~ gba~jo c'on diciones en las
gue no haya bicarbonato, para investigar el efecto del metal sobre la unién de los
ligandos, sobre todo del PEP.

3. Por medio de estudios de union al equilibrio caracterizar la union de los ligandos
a la forma de luz de la enzima, como se ha hecho con la forma de oscuridad.

4. Estudiar el cambio conformacional resultante de los complejos cuaternarios
enzima-sustrato-activador-inhibidor.

5. Estudiar la cinética de los cambios conformacionales por medio de la técnica de
flujo detenido, utilizando la fluorescencia del ANS.

6. Determinar la relacion existente entre la constante de velocidad asociada al
cambio confomacional frente a la concentracion de ligando, para determinar si la
unién de un determinado ligando induce un cambio conformacional o estabiliza un
estado confomacional preexistente.

7. Completar los estudios cinéticos de velocidad inicial de las formas de la enzima
de luz y obscuridad bajo condiciones cercanas a las fisiologicas, para caracterizar
funcionalmente los posibles estados conformacionales de la enzima.

8. Estudiar la estabilidad de la enzima con sustrato o activadores unidos frente a
pH o agentes coatropicos (urea o cloruro de guanidina), mediante dicroismo
circular o fluorescencia extrinseca.

9. Explorar otras técnicas, como digestion parcial de los complejos enzima-
ligando(s) seguida de SDS-PAGE, para caracterizar las diferentes conformaciones
de la enzima.

Ademas, para conocer las caracteristicas estructurales que tiene cada conférmero
y que expliquen sus propiedades cinéticas se requiere cristalizar a la C4ZmPEPC
con sustrato o alguno de los activadores, ya que resolver la estructura con alguno



de estos ligandos permitiria definir posibles conformaciones producidas por el
sustrato o un activador especifico. De particular interés, seria obtener un cristal
con Gly unido, lo que permitiria identificar de forma inequivoca el sitio de union de
los aminoé&cidos neutros a la enzima.
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