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L RESUMEN

La enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) cataliza {a carboxilacién de
fosfoenolpiruvato (PEP), a expensas de bicarbopato {(HCO:) en la presencia de un catitn
divalente. En las hojas de plantas con metabolismo Cy (C4-PEPC), esta enzima participa en la
ruta fotosintética de asimilacién del didxido de carbono (CO.) atmosférico. Esta reaccin es
ireversible ¥ la actividad de [a isoenzima fotosimtética estd mmy regulada por efectores
alostérices (activadores ¢ inhibidores) ¥ por modificacién covalente reversible (fosforilacién de
un residuo de serina), la que a sn vez modula la accién de los efectores alostéricos. Los efectores
beterotrpicos positivos mas significativos son los azicares fosforilados y Jos aminoécidos
neutros, de los cuales la glucosa-6-fosfato (Glc6P} y fa glicina (Gly) son, respectivamente, los
més representativos.

Se¢ ha reportado que los aminodcidos peutros sdbo activan a la C4-PEPC de plantas
monocotitedoneas, pero estos estudios se realizaron en condiciones que no son las fisiolégicas. En
este trabajo bemnos llevado a cabo un estudio cinético comparativo de dos C4-PEPC, las obtenidas
de ia plama dicotileddnea Amarantines kypochondriacus (AWCAPEPC) ¥ de k2 monocotileddnea
Zea mays (ZoCAPEPC), en condiciones cercanas a las fisioldgicas prevalecientes durante la
oscuridad, para corroborar si ka primera se activa coa aminoécidos neutros en estas condiciones, ¥
de no ser asi buscar si Iz activacion por azivcares fosforilados es suficiente para mantener el fujo
de la ruta de asimilaciéa del CO; en niveles adecuados. Los resultados obtenidos mostraron que,
aum en estas condiciones de reaccifn, los aminodcidos neutros po activan a la AhC4PEPC. La
ARCAPEPC es mis afin por el sustrato PEP y por €l activador GlctP que la ZmCAPEPC, mientras
que ¢s menos afin por el inhibidor malato. Estas diferencias, pudieran hacer mnecesaria la
regulacin por aminoacidos neutros de la ARCAPEPC. Tambin se realizaron analisis
estructurales de ambas PEPCs para investigar la relacién entre la estroctura de cada una de ellas y
las diferencias observadas en su regulacién alostérica. Un alineamiento de las secuencias de
aminodcidos mostré que los residuos reportados como esenciales para la catdlisis ¥ ia regulacitn
alostérica se encuentran conservados en las secuencias de ambes enzimas. El modedo de la
estructura tridimensional de la AhC4PEPC obtenido, tomando como base la estructura
cristalografica reportada de la ZmC4PEPC, s6lo mostrd diferencias significativas en el sitio de
unién a glicina. Concretamente se encontraron tres aminodcidos cambiados, lo gue pudiera
explicar 12 diferencia en la regulacién per amincécidos neutros entre las enzimas ZmC4PEPC y
ANWCAPEPC.



I ANTECEDENTES

11.1. GENERALIDADES DE LA PEPC

Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC; EC 4.1.1.31)) es una enzima citostlica que se
encuentra ampliamente distriburida en organismos fotosintéticos como plantas, bacierias
fotosintéticas, cianobacterias y algas verdes y en organismos no fotosintéticos como bacterias y
protozoarios, pero que ne esti preseate en animales, hongos y levaduras (Chollet ef af., 1996;
Tzui et al,, 2004). Existen diversas isoformas de la enzima que se pueden agrupar en dos tipos: 1)}
PEPCs de hojas de plantas Cs y de tejidos no fotosintéticos de todo tipo de plaatas, las cuales
estin imvolucradas en funciones anaplerfticas como el reabastecimiento de oxalacetato al ciclo
de Krebs y la aportacion de esqueletos carbonados para el metabolismo de fijacién de nitrégeno
en raiz (Lepiniec et af, 2003} y 2} PEPCs de tejiklo fotosimético de plantas C4 o con
metabolismo acido de las crasuliceas (CAM), en los cuales cataliza la reaccién que es el primer
paso en la nita metabélica Cy (Hatch & Slack, 1970; Hatch, 1987) o CAM (Dodd et al., 2002;
Borland & Taybi, 2004) para fijar CO; en estos tipos de plantas.

11.2. PAPEL METABOLICO DE LAS ISOFORMAS C4 Y CAM

En todos los organismos fotosintéticos se lleva a cabo la fijacién de CO; atmosférico que
es el sustrato para obtener los esqueletos carbonados que el organismo aprovechara para su
desarrollo. Ea las plantas Cs, la ruta metabdlica encargada de este proceso se conoce como el
ciclo Benson-Calvin, ciclo de reduccidon del carbono o cicko Cs (Figura I1.1.A). En el ciclo C3 12
enzima ribulosa-1,5- bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) es la encargada de catalizar la
fijacién del CO;, produciendo dos moléculas de tres carbonos, el 3-fosfoglicerato (3-PGA), lo que
le da el nombre 2 este tipo de plantas y a la ruta de fijacién del COs.

La Rubiscoe también usa como sustrato al oxigeno motecular (O») en una reaccidn de
condensacién que compite con la de carboxilacién (Parry et ol 2003), produciéndose una
molkécula de 3-fosfoglicerato y una de 2- fosfoglicotato, éste tiltimo no es 1itil para la planta. Por
elto es necesario invertir cantidades significativas de energia y perder una molécula de CO- por
cada dos de 2-fosfoglicolato en una ruta de recuperacién de los carbonos del glicolato Hamada
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fotorrespiracion para obtener una molécula de 3-fosfoglicerato. Todo este proceso es conocido
como fotorrespiracién per su semejanza con [a respiracidn ya que consume O, y produce COs,

S
=
Guqi:l;\
: ANTHOON
PEPC | ©aa ]
| NADP-MDH . )
L Pi g Ru1,5P, |
€Oy rcoy ] e e €0 N
PEP o B_PEP 2’ pinwato  Pinwato i
PPAK Coo G ‘é
HalE*  HADPH B Rubisco F“‘i,
Tri \aop -::r?/f 1PSA m 1{; Fiut, 6P
| Po<GPDH g \ /
!
t i arGa -0 | apca /
TriosaP @ TricsaP
L S

Cihila o mesalin Ty de w2in vascular

Figura I1.1. Esquemas de los ciclos C; ¥ Cp. A) Ciclo C; , en donde I es la reaccién
catalizada por Rubisco, 1I es la catalizada por la 3-fosfoglicerato cinasa, IH por la 3-
fosfogliceraldehido deshidrogenasa y I'V son varias reacciones catalizadas por diferentes
enzimas a partir de 3-fosfogliceraldehido (3-PGAL) y otras azicares fosforiladas para
regenerar ribulosa-1,5-bifosfato (Rul,5P;). B) Ciclo Cy mostrando el flujo de metabolitos y
la separacidn fisica de ésie y del Cicho C; en las células de mesofilo y de vaina vascular. Ei
ciclo Cy4 inicia con la fijactén de CO; en PEP formando oxalacetato (OAA) que es un
cmmnﬂo&Lasmnnsymﬁaboh&squemﬁuwmmmmhmd&dndmgum
dependiente de NADP™ (NADP'-MDH), enzima mikico dependiente de NADP™ (NADP'-
ME), Rubisco, piruvato-fosfate dicinasa (PPdK), PEP, PEPC, OAA, 3-PGA, Rul,5P;,
fructosa bifosfato (Frual,6P;).
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pero a diferencia de la respiracion no produce ATP sino que lo consume ¥ esto, junto con la
pérdida del CO; que habia sido previamente incorporado a un compuesto orgénico, lleva a
pérdidas en la formacitn neta de biomasa de hasta un 50 % (Nelson & Cox, 2005}.

El resultado de las adaptacidaes evolutivas en los procesos de asimilacién de CO, fueron
las plantas Cy como el amaranto (Amaranthus hypochondriacus) y el maiz (Zea mays). En el caso
de las plantas C, la fijacién de CO; tiene lugar a través del metabolismo Cy o ciclo Cs. Este
proceso se realiza en dos tipos de células: las células de meséfilo y las de vaina vascular (Figura
IL1). En ef primer tipo de células se llevan a cabo las primeras reacciones del ciclo ¥ en el
segundo tipo se realizan las reacciones de descarboxilacién y del ciclo Ci. Los dos tipos de
células forman parte de una anatomia muy caracteristica conocida como tipo Kranz que se da en
plantas con alta vascularizacién: cada vaina vascular estd rodeada por un anillo de célutas de
vaina vascular y éstas a su vez estidn rodeadas por un anillo de células de mesdfilo (Figura 11.2).
En las plantas con metabolismo fotosintético de tipo C4 se disminuyen los niveles de
fotorrespiracidn, que puede incluso llegar a ser abolida, o que aumenta la eficiencia fotosintética.
Ademés en este tipo de planta se reasimila el CO; producide en la respiracion celular. Todo ello
permite hacer un uso mucho mas eficiente del agua, porque hay un intercambio de gases menor
en los estomas, que pueden estar casi cerrados, evitindose la pérdida de agua por transpiracion.
Esta adaptacién metabélica, resulta por tanto en una mayor formacién de biomasa, per lo que a
las plantas Cy se las copoce como de “alta productividad™ (Nelson & Cox, 2005).

Es en el metabolismo C4 donde participa la enzima estudiada en este trabajo. La PEPC
cataliza en el citoplasma de la célula de mesdfilo la primera reaccién donde se fija el CO». El
OAA prodecido ingresa al cloroplasto y, dependiendo del tipo de planta Co, puede tomar dos
caminos: 1} se reduce a malato, reaccién que cataliza NADP'-MDH, que pasa a las células de
vaina vascular por medio de los plasmodesmos o 2} por medio de una transaminacién catalizada
por aspastato aminotransferasa se forma aspartato el cual pasa a la céhila de vaina vascular por la
misma via que el malato. En el primer caso el malato es descarbexilado por la enzima milico
dependiente de NADP'-ME generando piruvato, y en el segundo caso el aspartato es convertido a
OAA por medio de la aspartato aminotransferasa, el cual puede seguir dos caminos de
descarboxilacién segim el tipo de planta Cs. Estos pueden ser la descarboxilacién por medio de
NAD'-ME o por PEP carboxicinasa (PEPCK). El CO, liberado es tomado por la Rubisco y asf se
incorpora a un compuesto de la ruia del ciclo Cs. El piruvato regresa al cloroplasto de la célula de
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mesdfilo donde es fosforilado por medio de la PPdK produciendo PEP para ser utilizado
nuevamente y cerrar asi el ciclo (Nelson & Cox, 2005).

Figura I1.2. Secciéa tramsversal de uns hoja con amatomia C, Se¢ muestran los estomas, et
arreglo radial de las células de meséfilo bajo la epidermis de la hoja. Adyacente a las células de
meséfilo, se encuentra el estrato de las células de la vaina vascular, alrededor def anillo del haz
vascular o vaina

En plantas CAM el metabolismo difiere en que la fijacién de CO; por la PEPC y por la
Rubisco en el ciclo C; estan temporalmente separados. Como se da en plantas de regiones ridas
o semigridas, estas plantas deben conservar el agua y para esto cierran sus estomas durante el dia.
En la noche los abrem asimilendo CO, mediante la reaccién catalizada por la PEPC. El
oxalacetato producido se transforma a malato y éste se guarda en vacuolas para proteger a la
célula del bajo pH que se genera por la disociacion del dcido malico. En ¢l dfa se libera el malato
al citoplasma, donde es descarboxilado por ¢l enzima mélico. La Rubisco toma el CO;, liberado
para continuar con su asimitacién definitiva en el cloroplasto a través del Ciclo de Calvin o ciclo
C; (Nelson & Cox, 2005).

12



I1.3. CATALISIS Y REGULACION ALOSTERICA

I1.3.1. Reaccidn catalizada

La PEPC cataliza la fcarboxdilacién irreversible de PEP a expensas de HCO; en la
presencia de un catién divalente (Mg”', Mn®", Co®") (Bandurski, 1955; Tchen & Vennesland,
1955; Miziorko ef al., 1974; Nguyen ef of , 1988), produciendo OAA y fasforo inorginico (P,
HPO4™) (Figura 11.3). Esta reaccién es muy exergénica con valores calculados de AG de -6 a -8
Kcal/mol ((* Leary, 1982). Ademsas esta carboxilacién del PEP por la PEPC es independiente del
cofactor biotina (Cooper & Wood, 1971; Mukerji, 1977), siendo la tinica carboxilasa dependiente
de bicarbonalo que no necesita este cofactor debido a que no es necesario que transporie el CO,
de un sitio a otre dentro de |a misma enzima, ademés de que no es necesario el uso de moléculas
de alta energia que cedan un fosfato para la formacion del carboxifosfato, ya que el mismo PEP
contiene un grupo fosfato que es usado con este fin,

ﬁ O (]
'0/_.}’\0 T+ Jol\ e ON o * } _
)Yo HO™ "0 Mg 5 & HO }:_O
O
PEP HCO,- oA P

Figura I3, Reaccidn catalizada por PEPC

Durante los primeros estndios de caracterizacién de esta enzima se encontrd que
necesitaba de la presencia de un catién divalente como cofactor para realizar catalisis y que el
grado de carboxilacion dependia directamente de 1a concentracién del metal (Bandursky, 1955).
De los cationes estudiados el que funge come cofactor in vivo es Mg®', pudiendo ser sustituido in
vitro por Mo (Andreo et al., 1987). En trabajos posteriores se propuso que el papel del cation
era actuar como puente entre la enzima y el PEP formando un compleje E-Mg”-PEP pama
estabilizar el intermediario (Miziorko ef al, 1974; O’Leary ef al., 1981; Janc et @, 1992). Este
papel fue confirmado posteriormente cuando se determinaron las estructuras tridimensionales de

la PEPC de E coli (EcPEPC). El catién también se puede unir a la enzima sin que PEP esté
13



presente, lo cual también se confimé gracias a las estructuras cristalinas de EcPEPC y ademds
por estudios cinéticos (Tovar-Méndez ef al. 1998; Matsumura ef af 1999). Por esto se habia
propuesto que el verdadero sustrato de la reaccién era el PEP, ya que el metal v el sustrato se
unian por separado (Miziorko et.al, 1974; O’ Leary ef al., 1981). Ademés se encontrd en estudios
cinéticos que la unitén del metal estd en equilibrio y precede a la unién de PEP (Janc e al. 1992).
Otros estudios realizados a concentraciones fisioldgicas, a pH 7.3 y en ausencia de activadores
sugieren que los datos obtenidos de los patrones de velocidad inicial eran compatibles con la
unién exclusiva al sitio activo del complejo Mg®'-PEP, mientras que a pH 8.3 las especies libres
también se wnian al sitio activo, pero con menor afinidad que Mg®'-PEP (Wedding ef af, 1988;
Rodriguez-Sotres & Muifioz-Clares, 1990; Tovar-Méndez ef ai, 1998; Tovar-Méndez et al.,
2000). En ¢] estudio donde se propone gue los sustratos se unen a la enzima por separado se
sugiere que las observaciones, anteriomente mencionadas, bechas sobre la unién del compleio
Mg™'-PEP al sitio activo se deben al gran sinergismo en la unién del PEP al complejo E-Mg?".

Estudios a diferentes valores de pH muestran que posiblemente la enzima se une
preferentemente a la forma trianidnica del PEP (O’Leary, 1982). Aunque por medio de estudios
de EPR se determiné que PEP es un quelante bidentado del Ma™* en el complejo E-Mn**-PEP
(Chollet ef ai., 1996).

El PEP también es susceptible de hidrolizarse al reaccionar con HCOs, aunque este
proceso se da en una baja proporcién en comparacién con la reaccién de carboxilaci6n,
representando menos del 5 % del flujo general de la reaccién en condiciones fisiolégicas (Chollet
etal., 1996)

Cabe mencionar que las concentraciones fisioldgicamente relevantes de PEP estdn demtro
del intervalo de 0.1 a 3 mM, de estas, las concentraciones mds altas ¢stin presentes en
condiciones de iluminacién y las més bajas en condiciones de oscuridad (Leegood, 1985; Stitt &
Heldt, 1985a; Stitt & Heldt, 1985b; Doncaster & Leegood, 1987). La conceniracita fisiolégica de
HCOy en el citosol de las plantas es de 77 pM (Jenkins ef al., 1589), lo cual ha representado una
cierta dificultad para hacer estudios con este sustrato a concentraciones fisiolégicas debido a que
existe disuelto en las disoluciones acuosas que se encuentran en contacto con e zire. En estas
condiciones la concentracién de este sustrato es de aproximadamente 0.1 mM a pH 8 (O’ Leary,
1982) Por lo cual esto no ha sido un obsticulo infranqueable, ya que para estudios en
condiciones cercanas a las fisioldgicas no se agrega bicarbonato al medio de reaccién. Finalmente
1a chncentracién fisiologica del Mg” libre es de 0.4 mM y se creé que se mantiene constante en
todo momentos (Yazaki et al., 1988)
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11.3.2. Mecanismo de reaccion de fa PEPC

Se ha propuesto un mecanismo de reaccién de la PEPC de tres pasos (Figura I1.4) stendo el
primero la formacidn del carboxifosfato y el enolato de piruvato, el segundo es la formacién de
CO; y Pi y el tercero es ef ataque nucleofilico del CO, al enolato para formar el producto final de
Ia reaccién (Jane ef al, 1992; Chollet et al, 1996). Para que la reaccién se lieve a cabo se
propone que los sustratos se deben unir a la enzima en o siguiente orden: el Mg primero,
dando paso a la unién def PEP y finalmente se une el HCOy (Janc ef o, 1992), aumque, como ya
se menciond, se ha demostrado que a pH 7.3 ¢l sustrato preferente de 1a reaccién es el complejo
Mg®'-PEP (Wedding et al. 1988; Rodriguez-Sotres & Mufioz-Clares, 1990; Tovar-Méndez ef i,
1998). A pH de 83, o en la presencia de los activadores alostéricos GlebP o glicina, [as especies
libres de PEP y Mg®" también se unen al sitio activo, aunque con menor afinidad que el complejo
con el metal (Tovar-Méndez ef al., 1998).

La catilisis es del tipe actdo-bésica, ya que existe un intercambio de protones necesario
para la activacién del carboxifosfato con la consecuente formacion de CO; y de Pi en donde
interviene un residuo bdsico que se propone que es la HI77 en la numeracidn de ZmC4PEPC, o
cual posteriormente cede el protén al Pi (Janc ef al 1992; Kai ef al. 2003). En el primer paso
HCOs™ es activado por uba histidina que funge como residuo bésico al formar un puente de
hidrégeno con este, el cral posteriormente efechia un ataque nucleofilico sobre el fosfato en ef
plano si del PEP, que a su vez estd activado por las imteracciones del PEP con el metal ¥ otro
residuo bésico que interactia con un oxigeno del fosfato, Este se escinde uniéndose al HCOy
formando asi el carboxifosfato, el cual se estabiliza por el puente de hidrégeno formado con la
HI177 (Figura I1.4), mientras que el enolato se encuentra unido al metal. El segundo paso es la
formacién de CO» y de Pi que se producen debido a que el carboxifosfato cede el hidrégeno con
el que formaba el puente de hidrégeno con la H177, escindiéndose el carboxifosfato en los
productos de esle segundo paso. En este puo la reaccion puede tomar dos caminos: uno es ta
hidrélisis del PEP produciendo piruvato, Pi y HCOs™ {(Chollet et al., 1996}; el otro camino es la
carboxilacién a través del ataque nucleofilico del enolato sobre el CO; formando OAA (Janc et
al., 1992). Finalmente el Pi toma e protén que la H177 habia tomado del carboxifosfato. Esta
desprotonacion de la histidina se ve favorecida por R647 que estabiltza la carga pegativa del
fosfato.

Los primeros pasos de la reacciin son reversibles, lo cual se determind por estudios donde
se sigui6 el intercambio isotépico de O™ (O'Leary ef al., 1981; Fujita ef af, 1984a).
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Figara [1.4. Mecanismo de la rescciin catalizada por PEPC. Se presentan los pasos de
unidn de sustratos a la enzima y los tres pasos de reaccidn con el respectivo movimientio de
electrones, rompimiento y formacidn de enlaces y algunos aminodcidos que intervienen en
la catilisis y en la estabilizacidn de los sustratos e miermediarios.
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I1.3.3. Regulacidn alosténica

La operacion coordinada de los ciclos Cy4 y de Calvin en las plantas C4 requiere de
complejos mecanismos de regulacién, mechos de los cuales se dan a nivel de la C4-PEPC. La
isoforma C4 de PEPC debe tener una actividad tal que permita la velocidad de flujo de
asimilacién de CO;. Para ello es necesaria la existencia de un balance entre la activacién y la
inhibicién de la enzima en la clula, lo que se da mediante la regulacién alostérica y por
fosforilacién reversible de C4-PEPC, lo cual refleja su actividad las condiciones existentes en 1a
hoja. En estudios in vitro, en los que se simulan condiciones fisiolégicas, se ha estimado que la
actividad basal de la C4-PEPC in vive seria muy baja a no ser porque la accidén conjuna de los
activadores y la fosforilacién, que activan a la enzima de tal forma, que permite que tenga la
actividad pecesaria para que su funcitn fisiolégica sea 6ptima (Tovar-Méndez ef of., 2000

La regulacion alostérica de C4-PEPC es de vital importancia para la regulacién del ciclo
C4. Se da a diferentes temperaturas y a diferentes concentraciones de CO» de tal forma que la
asimilacién de CO,, ¥y por ende la fotosintesis, se lleva a cabo eficientemente (Furbank &
Leegood, 1985). Esta via estd sincronizada con e ciclo Cs, y con la via de sintesis de sacarosa
{Doncaster & Leegood, 1987). Ademis es de vital importancia frenar ef uso de PEP en el ciclo
Cy, ya que también es utilizade en otras vias metabdlicas; por esta razéa la actividad de PEPC en
condiciones de oscuridad es muy baja. Asi la ZmCAPEPC en condiciones fisiologicas de
iluminacion tiene mayor afinidad por PEP que en condiciones de oscurtdad (Karabourniotis ef al.,
1985; Rodriguez-Soires ef of., 1987).

De las teorias existentes sobre los mecanismos de regulacitn alostérica de 1a ZmC4APEPC
se ha propuesto que la enzima se encuentra en dos estados, uno con mayor afinidad por el
sustrato (R) que el otro (T}, de aceerdo con el model de Monod-Wyman-Changeux (MWC)
(Monod et af, 1965). Todas las sebunidades que conforman a la protefna exisien
simultineamente en alguno de estos dos estados conformacionmales, a uno de los cuales los
ligandos se unen preferentemente. Algunos autores proponen que ef estado T de ZmCAPEPC estd
dado por ks homodimeros de la enzima y el estado R por la asociacién de estos dimeros para dar
los bomotetrimeros {Jawali, 1990; Podesta & Andreo, 1989), mientras que odros proponen que es
el tetrdmero el que sufre una isomerizacidn concertada (Frank ef al, 1999; Frank et i, 2001). En
ambos casgs, los dos estados conformacionales se encuentran en equilibrio, que se desplaza en
un sentido u oiro cuando se une un ligando, dependiendo de que éste sea sustrato, activador o
inhibidor. Una tercera propuesta—que estd basada en los resultados obtenidos sobre los efectos
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heterotropicos de dos tipos diferentes de activadores alostéricos (Mijica-Jiménez et al., 1998;
Tovar-Méndez et al, 2000)—es que existen multiples estados conformactonales inducidos o
estabilizados por los diferentes ligandos de la enzima (sustrato y efectores alostéricos).

11.3.3.1. Cooperatividad positiva de unién del sustrato

En concentraciones fisiolégicas del cation libre (0.4 mM) y a pH cercano al fisiolégico,
las sahmaciones con PEP muestran cooperatividad, mientras que a concemtraciones altas del
catién (10 mM) la cooperatividad disminuye (Tovar-Méndez ef al., 2000). Ademds, la So sperers
que es la concentracion de sustrato a la cual se llega a la mitad del valor de la velocidad méxima,
es aproximadamente cuatro veces mayor a concentraciones fisiolégicas del cation libre que a
concentraciones altas del metat {Tovar-Méndez et al. 2000). Estos efectos eran de esperarse
debido a que ta concentracion del sustrato propuesto Mg?*-PEP, que tiene una constante de
estabilidad del complejo de 0.18 mM (Wold & Ballou, 1957), depende directamente de la
concentracidn del catién. Cabe mencionar que a pH 8.3 no se observa cooperatividad de unién
del sustrato a la enzima (Uedan & Sugiyama, 1976; Hayakawa et al., 1981; Tovar-Méndez et af,
1998).

En experimentos hechos con concentraciones de HCO;™ cercanas a las frosioildgicas se
determind que la Ss sper) eTa mayor que la obtenida a concentraciones altas de este anién, ademdés
de que 1a Von en las satiraciones con PEP disminuia en comparacién a experimentos hechos a
copenciraciones mayores de HCOs {Ogawa ef ol, 1997; Parvathi e al., 1998; Tovar-Méndez et
al., 2000). Estos efectos se explican porque dado que HCO5™ se une después del PEP (Janc ef al.,
1992), ei valor de la V,u; depende de la concenriacin de HCO; (Tovar-Méndez ef af., 2000).
Ademds se reporta que el grado de cooperatividad de PEP no se pierde a pesar det cambio de
concentracién de bicarbonato, lo que implica que este susirato no se une cooperativamente
(Tovar-Méndez ef al., 2000).

11.3.3.2. Inhibiciéa alostérica

Los metabolitos inhibidores son 4cidos dicarboxilicos, siendo los principales el L-malato
¥ el L-aspartato ya que son los que inhiben mis a la enzims, aunque tambi¢n s han reportado
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como inhibidores al fosfato inorginico (Pi), al L-glutamato y al 2-oxoglutarato (Doncaster &
- Leegood, 1987). En general 1a inhibicién produce la disminucion de 18 ¥peyrer ¥ €] aumento de
la Spspep. Ademis la presencia de malato dismimuye la unidn de los aminodcidos neutros y
viceversa, siendo estos ligantes mutuamente excluyentes, mientras que ta Gle6P y el malato
parecen unirse simultineamente a la enzima, aunque son ligeramente competitivos emdre si
(Tovar-Méndez er al. 2000). La presencia de malato en los experimentos de saturacién de la
ZmCAPEPC por glicina y Glc6P acentiia las diferencias cindticas entre estos lactivadores, ya que
en condiciones cercanas a las fisioldgicas la GlcSP soko produce el 2 % de [a activacién total
producida por glicina 6 alanina. Ademis, en presencia de malato, 1a Ag 5, que es la concentracién
de]acﬁva::loralawa.lseﬂegaalamitaddelaacﬁvaciénméxima,aummtamuchoméspam
glicina que para Glc6P (Tovar-Méndez ef al. 2000).

Malato es relevante como metabolito en las plantas Cy, debido a que su presencia activa el
transporte de €ste a las células de vaina vascular y su concentracion cambia a lo largo del tiempo
llegando a ser de hasta 35 mM (Leegood, 1985; Stitt & Heldt, 1985b; Rodriguez-Sotres ef al.,
1987).

También se ha reportado como inhibidor de PEPC de Amaranthus viridis al shikimato,
que es un precarsor de metabolitos arométicos en general, el cual es un potente inhibidor
competitivo de esta enzima y se observé que el efecto inhibitorio dependia del estado de
fosforilacién, para l2 enzima fosforilada la 75y tiene up valor de 7! pM y para la enzima sin
fosforilar de 12 pM (Colombo ef al., 1998)

11.3.3.3. Activacion alostrica

En general, el efecto de activacién se observa como 1 aumento en [a Vo, que es la
velocidad maxima alcanzada por la enzima, y una disminucién en la Sps de PEP (Doncaster &
Leegood, 1987). La activacion se da primordialmente por: &) hexosas y triosas fosfato, siendo de
enire ellas la glocosa-6-fosfato (Glc6P) la més relevante fisioldgicamente (Wong & Davics,
1973; Coombs et al. 1973; Mukersji, 1977; Doocaster & Leegood, 1987) nniéndose al sitio
alostérico de GictP (Tovar-Méndez ef @/ 1997), y b) los amincécidos newtros, de los cuales los
principales son glicina, L-alanina y L-serina (Doncaster & Leegood, 1987; Nishikido &
Takanashi, 1973; Garson & Gray, 1991; Bandarian ef al 1992; Giflinta & Grover, 1995) que se
unen al sitio alostérico de glicina (Bandarian ef ol 1992). Los aminoécidos neutros se han
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reportade como activadores solamente para las plantas monocotiledoneas {(Nishikido &
Takanashi, 1973).

Azticares fosforilados
La Glc6P activa disminuyendo marcadamente la Spspep ¥ aumentando ligeramenie la
Vaz (Coombs ef al. 1973; Uedan & Sugiyama, 1976). En forma reciproca, concentraciones
saturantes de los sustratos disminuyen el valor de Agscusry €8 decir que la concentracion de
Glc6P a la que se satura el sitio alostérico depende del grado de saturacién del sitio activo ¥
viceversa (Duff et al. 1995). La Glc6P también reduce la cooperatividad en la unién de los
sustratos al sitio active (Uedan & Sugiyama, 1976; Hayakawa ef al 1981; Gillinta & Grover,
1995; Tovar-Méndez ef al. 1998). El efecto de GlcoP es doble: por una parte favorece la unién
del complejo Mg?-PEP al sitio active y por otra parte compite con el PEP libre por su unién al
sitio alostérico de ks anicares fosforilados (Tovar-Méndez ef al. 1998). A este respecto, la Glc6P
libre es la especie que se une al sitio alostérico compitiendo por la unidn a este sitio con PEP y
otros azicares fosforilados, mientras que la uniéa del complejo Mg -Glc6P al sitio activo se da a
concentraciones que generalmente son superiores a 15 o 20 mM del efector, compitiendo con
Mg?'-PEP (Mijica-Fiménez ef af., 1998; Tovar-Méndez e al., 2000). Las triosas-P producen
inhibicién despés de una concentracién determinada por las mismas razones que GlcbP
{Doncaster & Leegood, 1987; Miijica-Jiménez ef al., 1998), por esto se llegaron a reportar coino
inhibidores (Coombs & Bakdry, 1975). La diferente afinidad del sitio activo y del sitio alostérico
por las especies libres y los complejos con Mg®* permite la plena expresién del potencial de
activacién de la enzima en presencia de estos activadores, ya que a las concentraciones
fisiolégicas de estos aziicares y las bajas concentraciones fisioldgicas de Mg®* libre, las
concentraciones de los complejos que compiten por la unién al sitio active formados por estos
compuestos no son significativas en comparacion con las especies libres que se unen al sitio
alostérico (Mujica-Jiménez ef al, 1998; Tovar-Méndez ef of., 2000).
Se reportd que GloSP puede contrarrestar el efecto irhibijtorio de malato (Ting & Osmond,
1973; Huber & Edwards, 1975), lo cual se observa en un aumento en el valor de 1a Ig s, que €5
la concentracién del inhibidor a la cual se tiene un 50% de inhibicién, de aproximadamente 30
veces, que se traduce en una disminucién de la afinidad de la enzime por malato {Gillmta &
Grover, 1995). Estos experimentos se llevaron a cabo con ZmC4PEPC cuidando que no se
proteolizara para conservar las propiedades regulatorias de fa fosforilacién, pero a
concentraciones no fisiolégicas de Mg® y NaHCO; (Gillinta & Grover, 1995). Sin embargo, se
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ha encontrado que en condiciones cercanas a las fisiologicas de estos compuestos, la Glc6P no es
muy efectiva en reducir la inhibicion por matato (Tovar-Méndez et of. 2000).

A través de experimentos cinéticos y de unién al equilibrio , se determiné que el PEP
funge también comeo activador no esencial, uniéndose al sitio alostérico de la enzima para Glc6P
(Rustin ef al. 1988; Rodriguez-Sotres & Mufioz-Clares, 1990; Tovar-Méndez ef ol 1998). La
unién de PEP libre al sitio alostérico se da cuando hay Mg”', PEP o el compkjo Mg**-PEP
unidos al sitio activo y no se observa esta unién con la enzima libre (Tovar-Méndez ef a/. 1998).
Ademds la activacion por PEP libre no se ve afectada por el estado de fosforilacién de la enzima,
por el pH o por la presencia de activadores, excepto por aquellos que unen al sitio de unidn de
Glc6P (Tovar-Méndez et al. 1998).

Algunos andlogos de PEP actian como activadores y otros como inhibidores
competitivos. Inclusive hay algunos compuestos andlogos al PEP que activan o inactivan
dependiendo de las condiciones del ensayo. La razén del comportamiento de unos y de otros no
parece estar relacionada con su afinida por el Mg?* y por tanto con su capacidad de formar
complejos estables con éste (Mitjica-Jiménez et al. 1998).

Aminodcidos newros

Al igual que Ia GlctP, los efectos observados en estudios de activacion coa glicina sen un
aumento en la Ve y una disminucién en la Saspep (Nishikido & Takanashi, 1973; Uedan &
Sugiyama, 1976; Bandarian et al. 1992) o Sospgerr; (Tovar-Méndez, 1998), tanto en la forma
fosforilada como en la po fosforilada de la enzima Glicina elimina la cooperatividad en la unidn
de los snstratos al sitio activo, en condiciones fisiolégicas es el tnico activador que logra este
efecto (Tovar-Méndez, 1998; Tovar-Méndez et al. 2000).

También aumenta la afinidad por la unién de Mg?* al sitio activo, esto se observa por la
disminucién de Ia Kyug2+) en aproximadamente tres veces sin alterar significativamente la Fon
(Gillinta & Grover, 1995; Tovar-Méndez et al., 1998). Los aumentos ex 1a afinidad por el PEP y
por el Mg?" se dan en la misma proporcion debido a que la union de PEP al complejo de enzima-
ngesﬂmmﬁn&gimﬁsemkkﬂthmﬁéndemsuﬂnisenhmsepamdo
(Janc ef al. 1992). Comsiderando que el sustrato preferente es el complejo Mg®'-PEP entonces
dichos aumentos se dan proporcionalmente debido a que Jos dos se unen al simultaneamente. A
pesar de kos cambios que se dan en a afinidad de la enzima por ¢l PEP y el Mg®™ en la presencia
de glicina, este ligando no produce cambios significativos en lo que se refiere a la afinidad por
HCO; manteniendo practicamente constante Ia Kamcozy(Gillirta & Grover, 1995). La presencia
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de esle acitvador también aumenta el valor de la Jj sy sproximadamente 10 veces, Jo que se
traduce en una disminucion en la afinidad de la enzima por el inhibidor malato (Gillinta &
Grover, 1995; Tovar-Méndez ef al, 2000).

La glicina aumenta la afinidad aparente de la enzima por la Glc6P disminuyendo la
Ao smucepy (Gillinta & Grover, 1995; Bandarian ef al 1992; Tovar-Méndez er al. 1998; Tovar-
Méndez et ai. 2000).

En condiciones fisiolégicas, [a velocidad maxima aparente oblenida con glicina bajo
coadiciones parecidas a las fisifolégicas es aproximadamente 3 veces mayor que la obtenida con
Glc6P también en las mismas condiciones, y en presencia de 20 mM de malato la glicina
disminuye los efectos de !a inhibicién dada por este efector negativo con mucha mayor eficiencia
que ta Glc6P, aumentando la velocidad hasta 150 veces, mientras que la GictP solo la aumenta 3
veces {Tovar-Méndez et al. 2000).

La alanina en condicicmes fisiol6gicas activa significativamente a la ZmCAPEPC,
inclusive es mejor activador que la glicina (Tovar-Méndez ef al 2000), y puesto que es el
aminoacido mis abundante en el citosol de las células de mestfilo (Weiner & Heldt, 1992)
pudiera ser este aminodcido el mds importante en la regulacion de esta enzima Sin embargo, a
bajas concentraciones de CO; cuando se da la fotorrespiracién, la concentracion de glicina
aumenta lo suftciente para poder activar a la PEPC, mientras que la concentracidn de alanina
disminuye (Leegood & vonCaemmerer, 1994). Es por ello que se ha propuesto que sea Gly el
activador fisioldgico de la PEPC en estas condiciones de fotorrespiracidn, aumentando el
abastecimiente de CO; al ciclo de Calvin mediante el incremento en el flujo del ciclo Cy (Tovar-
Méndez et al., 2000).

Lag!icimtiawefectossiné:gicosmGkﬁPymanﬁvabmqmsemdsiﬁo
de los azicares fosforilados, dismimuyendo la Sz sper y aumentando 1a Vi en mayor grado que
en condiciones saturantes de cada activador por separade (Bandarian et ol 1992; Gillinta &
Grover, 1993; Mujica-Jimenez ef al., 1998; Tovar-Méndez ef ai., 2000).

11.3.3.4, Regulacién por fosforilacién

La PEPC tiene una regulacién por medio de modificacién covalente reversible que en el
caso de la isoenzima de hojas de plantas C, responde al nivel de iluminacifn al que se encuentre
sometida la planta (Jiao & Chollet, 1991; Bakrim e al, 1993; Chollet & al, 1996). Esta
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modificacion esti dada por la fosforilackin-desfosforilacién de un residuo de serina en ef extremo
amino terminal de cada subunidad, que en e caso de ZmCAPEPC es SI5 (Jiao ef al,, 1991). La
fosforilacion de PEPC la lleva a cabo la PEPC cinasa (PEPC-K). Se ha demostrado que
inhibidores citosdlicos de sintesis de proteinas inhiben la fosforilacion de PEPC y la actividad de
PEPC-K, lo que sugiere que la actividad de PEPC-K, ¥ por lo tanto con la fosforilacion de PEPC,
est4 relacionada con un proceso de biosintesis de proteinas dependiente de luz (Jiao ef al, 1991;
Bakrim ef al., 1993). Por medio de marcaje con P se ha encontrado que ka C+-PEPC purificada a
partir de hojas sometidas a iluminacién estd 14 veces més fosforilada que la purificada de hojas
bajo condiciones de oscuridad (Fiao ef al, 1991). La inhibicién de la fosforilacion lleva a las
plantas a un régimen de asimilacién de CO- tipo C; (Bakrim ef af, 1993).

La fosforilacién que ocurre en periodos de fluminacién en plantas Cy tiene efectos tales
como disminuir la sensibilidad a malato mumentando el valor de 1a Kipuiey (Jiao & Chollet,
1991). También aumenta la afinidad por PEP que se observa por 1a disminucién de los valores de
la Kppzr; ¥ se refleja en un aumento de actividad catalitica a concentraciones subsaturantes de
sustrato como son las fisioldgicas. La respuesta de la enzima a los activadores alostéricos o se
ve afectada significativamente (Jiao & Chollet, 1991; Tovar-Méndez ef al, 1998). También se ha
reportado que en AhC4PEPC la fosforilacidn produce un aumenio en la afinidad por HCOy al
disminuir la Kegicoy un 50 % (Parvathi ef &, 2000).

En contraste con la regulacién de la fosforilacion de las CAM-PEPC y C4+PEPC, |a
{osforilacién en PEPC de tejidos C; (C5-PEPC) y de c€lulas guarda de los estomas no se regula
por los ciclos de luz y oscuridad (Jiao & Chollet, 1991).

H.4. ESTRUCTURA DE PEPC

11.4.1. Estructura primaria

Las primeras estructuras primarias que se dedujeron a partir de estudios de DNA
complementario (cDNA) fueron las de la EcPEPC (Fujita ef al, 1984b), de la PEPC de
Anaebaena variabilis (Katagari et al., 1985) y de la ZmCAPEPC (Izui ef af, 1986). Abora se
conocen més de 20 secuencias de la PEPC de plantas, de cianobacterias y de bacterias terméfilas
extremas a partir de las cuales se ha obtenido informacidn importante acerca de [a filogenia de
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esta enzimna. De los estudios filogenéticos iniciales se dedujo que todas las PEPC proceden de un
ancestro comun {Yasushi ef af., 1999).

En base a alineamientos miiltiples de las secuencias conocidas se determind que el
exttemo carboxilo terminal esth muy conservado, mientras qoe el amino terminal es variable
{Ishijima et af, 1985; Izui et al., 1986). Esto llev6 a pensar que en la regién carboxilo terminal se
encontraba el sitio activo, lo cual se confirmé posteriormente con las estructuras cristalogrificas
de la EcPEPC y de la ZmCAPEPC. También se sabe que hay aproximadamente 100 residuos
conservados y 100 cambios conservadores, y que la identidad entre secuencias de plantas
terrestres es de mds del 70%, las principales diferencias se encuentran en la regitn amino
terminal (Izui ef al., 2004).

Antes de que se obfuvieran las estructuras cristalograficas, por estudios de modificacién
quimica, se determinaron algunos de los residuos importantes para la catdlisis ¥ para la
regulacién alostérica de Ja enzima (Lepiniec ef al., 1994) que estén conservados en todas las
PEPC. Por ejemplo se encontrd que los residuos de His ¥ Lys de las secuencias TAHPT y
XVMxGY SDSxKDxG eran importanies para la catélisis (Jiao ef al., 1990). También se propuso
que la secuencia FHGRGxoxRGxxP intervenia en la union de HCOs, siendo la arginina
marcada en negritas el residuo que interviene en esta unidn (Yano et al,, 1995). En cuanto a la
regién de fosforilacién, EDVRKxSIDAQLMR es la secuencia conservada donde se Heva a cabo
esta {en negritas se marca el residuo de serina que se fosforila} (Jiao ef af, 1991). En las
secuencias mostradas los amimoacidos relevantes que intervienen en el sitio activo o en la
regulacién estién marcados en negritas.

11.4.2. Estnxtura tridimensional

La mayor parte de las PEPC son homotetrameros con un peso molecular caracteristico de
aproximadamente 400 kDa con la excepcion de una isoforma de Ia PEPC de semillas de ricino y
de algas verdes que es heteroctamérica, debido a que al homotetrdimerc caracteristico se
encuentran unidas cuatro subunidades més de un peso motecular de entre 57 y 64 kDa (Blonde &
Plaxton, 2003). Esta forma heteroctamérica difiere con la isoforma homotetramérica de las
semiltas de ricino en que es mas termoestable, ticne una mayor afinidad por activadores e
mhibidores y facilita el flujo de malato para la sintesis de acidos grasos, mientras que el
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homotetrdmero surte de dcidos dicarboxflicos a las reacctones de transaminacién pecesanias en la
sintesis de proteinas (Blonde & Plaxton, 2003).

Hasta la fecha se han determinado las estructuras tridimensionales de las EcPEPC y
ZmCAPEPC con diversos ligandos unidos (Tabla [.1). Estas estructuras son dimeros de dimeros
¥ nos dan informacion importante acerca de la ubkcacidén y composicidn del sitio activo ¥ de
algunos sitios alostéricos. En base a esto, se ha ampliado €] conocimiento de ks mecanismos de
reaccibn y de regulacién alostérica (Matsumura ef of, 2002; Kai ef al,, 1999; Matsumura et af,
1999; Kai ef al, 2003). Estas estructuras confirmaron observaciones previamente bechas por
comparaciones de [a estroctura primaria, por modificaciones quimicas y por mautagénesis sitio-

Tabla I1.1. Estracturas tridimensionales resueltas de PEPC. Se muestran los niimeros

de acceso del Banco de Datos de Proteinas (PDB por sus siglas en inglés), el organismo de
origen ¥ los ligandos unidos a la estructura.

Complejo Orgamismo de origen Nimero de aceeso PDB
E-Aspartato E coli 1FTY
E- Aspartato-Mn®* E cok 1QB4
E-Aspartato-Mn>'-DCDP E coli 1JQN
E- 507 Z maize 13Q0

Debido a diferencias conformacionales observadas entre las estructuras de la ZmC4PEPC
¥ la EcPEPC se ha propuesto que 1a primera se encuentra en el estado R que es el més activey la
segunda en el estado T que es el menos activo (Matsumura ef al., 2002).

Se puede observar (Figura I1.5) que 1a superficie de contacto entre el mondmero A (azul)
¥y el monémero B (morado) pertepecientes a una unidad dimérica, al igual que entre los
mondmeros C (rojo) y D (verde) pertepecientes a la otra unidad dimérica, es mayor que la
superficie de contacto entre A y C o B y D. El 4rea de la intercara entre monGmeros de un dimero
calculada para la enzima de E. cofi es 1610 A%, mientras qoe la superficie de contacto entre
monbémero de diferentes dimeros es de 520 A (Kai ef al., 1999). Un enlace importante entre los
dimeros, que es el drea de contacto con menor superficie, es un puente saline entre los
aminocacidos E493(463) y R498(468), en la muneracion de ZmCAPEPC(EcPEPC), pertenecientes
a dos subunidades adyacentes (Figura 11.6 B).



Figara ILS. Estructara tridimensional de ZmC4PEPC (Matsumura et al., 2002)

Cada mon6mero esté formado por un barril a/B que consta de ocho hebras B formando
una hoja P que es una especie de cilindro torcido rodeado por aproximadamente 42 a-hélices en
la ZmCAPEPC v 40 en la EcPEPC (Figuras 11.6 A y IL.7 A). En la regién carboxilo terminal del
barril B se encuentra el sitio activo (Figuras IL6 D, I1.7 B) encontrado en el cristal de la EcPEPC
con el cation divalente unido (Matsumura ef al, 1999). Esie cristal se sumergié en una
disolucién de 3,3-dicloro-2-dihidroxifosfoenil metil-2-propencato (DCDP) (Figura IL7 D), un
compuesto anilogo del PEP que se unié al sitio activo de la enzima. A pesar de que el estado T
tiene una baja afinidad por los sustratos se ha encontrado que el DCDP tiene una alta afinidad por
la EcPEPC, siendo los valores de K; en presencia de Mg®* y Mn”" de 80 y 3 uM respectivamente
(Jenkins et al., 1987; Kai et o, 2003) (Figura 11.7), esle comportamiento de la enzima con ¢l
DCDP se explica por la interaccién que tienen los cloros del andlogo con una bolsa hidrofdbica
existente en el sitio activo.

En el sitio activo los aminoédcidos responsables de la unién del metal son el E566(506) y
el D603(543), los cuales se ubican en un asa ubicada en el extremo carboxilo terminal del barril.
Forman un complejo enzima-metal con una geometria octaédrica ocupando dos de las seis
posiciones posibles alrededor def metal, mientras que las otras cuatro estin ocupadas por aguas
en el complejo E-aspartato-Mn®", o por aguas y el andlogo del PEP en el complejo E-aspartato-
Mn?*-DCDP (Matsumura et. al. 1999). Ademds de unirse al metal, el grupo fosfato det andlogo
de PEP est4 unido por interacciones iénicas a los residuos R456(396) de la hebra B3, a R75%(699)
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Figlﬁﬂ.ﬁ.EshictImddloﬂéBero,ddsiﬁaacﬂvo,ddsiﬂodeniiadelu
d’-erusyddsiﬁoahsﬁériapanaﬁnmfwfoﬁhdudehZ-C4PEPC.A)
Monomero de ZmC4PEPC donde estdn enmarcados los sitios de interés y se muestra en
lila el barril B, en azul las a~hélices y en mamey las asas. B) Aminodcidos que intervienen
en la unién de los dimeros. C) Sitio de unién del ion sulfsto propuesto como el sitio de
unién de GIc6F y en lineas rojas punteadas se representan los puentes salinos. D) Sitio
activo con la histidina catalitica y los amincécidos que unen al metal divalente y a PEP.

y R773(713), ambas ubicadas en el asa flexible rica en glicinas (GRGG)O(GR“T(””GG (XX =
TS o VI), que sale de la hélice a32 (a31 en EcPEPC). La R647(587), un residuo que por
mutaci6n sitio dirigida se ha comprobado que es esencial para la catlisis (Yano et. al. 1995},
también podria unirse al PEP. En la estructura tridimensional de la EcPEPC, RG47(587) est
alejada def sitio activo porque est4 unida al efector negativo aspartato (Figura 11.7 C) (Kai ef al,
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1999; Matsumura ef 4/., 2002). En a estructura de fa ZmCAPEPC que se obtuvo en ausencia del
nhibidor, el &tome N, de R647(587) se mueve 15 A aproximadamente hacia el sitio activo y en
esta posicién se supone que ayuda a estabilizar la unién del PEP (Figura 1.6 D) (Matsumura ef
al., 2002).

En la estructura de la ZmCAPEPC se hallé un sulfato untdo en la intercara de mayor 4rea
formada por los mondémeros en la regitn del amino terminal de a7 (Figura I1.6 C) (Matsumura et
al, 2002), que se encuentra rodeado por los residuos R183(144), R184(145), R231(192) ¥
R372(313). Debido a esto, se propuso a este sitio como el sitio de mmién de os anicares
fosforilados, ya que se ha reportado que en los sitios donde se une un grupo fosoforito se puede
unir un grupo sulfato (Pai ef al., 1977).

El HCOs™ ne se encuentra en ningena de las estructuras determinadas, pero por estudios
de mutagénesis sitio dirigida (Kai er al, 1999) se sabe que los aminodcidos K762(702),
R763(703) y R764(704) ubicados en un asa de la que no se observa densidad electréaica por su
alta flexibilidad en ninguna de las estruchuras resueltas, son esenciales para la catilisis y
posiblemente sirvan para unir el bicarbonato. Esta asa estd formada por los aminoicidos
AKW}RW)RW)PGmGGIysecreemsewﬁmciénescm'ardsiﬁoaﬁ:ivopamevitar
que entren moléculas de agua y se dé la reaccién de hidrélisis del PEP (Kai ef al., 1999). Aun
cuando no se observa densidad electrénica en las estruchuras resueltas, la posicién que debe
ocupar esta asa es sobre el bamil /B en la regién carboxilo terminal, una posicién que es
congruente con el papel propuesto para esta asa. En la figura I1.6 A se pueden observar los dos
extremos de la parte movil del asa.

El aspartato se encontrd unkdo a la EcPEPC (Figura I1.7 C) por medio de puentes salinos a
los residvos R587, K773, R832 y de un puente de hidrogeno con N881 {Kai et al, 1999),
equivalentes a los residuos R647, K835, R8%4 y N968 de la ZmC4PEPC.

El sitio de unién de los aminodcidos newtros, bos cuales se reportan como activadores Gnicamente
de la isoforma Cy de la PEPC de plantas monocotiledéneas, como lo es Zea mays, no se ha
encontrado hasta la fecha. Por medio de mutagénesis sitto dirigida se encomtré que las mutantes
K927Q y G937D provocan la imsensibilizacion de la enzima por el efector. Se ha propuesto que
K927 y G937 forman parte de una bolsa en donde se pedria encontrar el sitio de unidn de glicina.
Parte de esta bolsa estd formada por um asa mdvil de siete residuos que van de F929 a P935 1a
cual se ha propuesto que comribuye a la unién de este efector positive (Gonzalez et af, 2007).
Ademis en las mutantes K934Q y K940Q se debilita la unién de glicina, mientras que al quitar
cargas negativas con la mutante E932Q de la misma asa se aumenta la afinidad por ta misma
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(Gonzalez et al., 2007). También se ha reportado que las mutaciones D228N y R232Q producen
una disminucién en la afinidad de la ZmC4PEPC por glicina, medida por el valor de 4g5, de 20y
60 veces, respectivamente, y por lo tanto se cree que estos aminoacidos también participan en la
union de glicina (Yuan ef al, 2006). Las mutaciones R226Q y E229A tienen una activacin
escasa a glicina en esta misma enzima, de tal forma que no se obtuvieron estimados confiables de
los parimetros cinéticos de estas mutantes. Debido a esto se propuso que R226 y E229
intervienen en la regulacidn por glicina, los cuales se encuentran ubicados entre el sitio de

Figura I1.7. Estructuras del momémero, del sitio activo y del sitio alostérico para el
inhibidor de Ia EcPEPC, junio conm las estructuras de PEP y DCDP. A) MonSmero con el
sitio activo encerrados en el recuadro rojo donde se encuentra e cation divalente y el DCDP y
el sitio de unién del inhibidor encerrado en el recuadro naranja donde se encuentra unido el
aspartato. B) Aminoécidos def sitic activo que unen al metal, al DCDP y los que forman la
bolsa hidrofébica. C) Aminoacidos que intervienen en la uni6n del aspartato. D) Estructura de
PEP y de su molécula andloga DCDP.

unién de Gle6P y el sitio propuesto para la union de glicina (Figura VIL17 C y E) (Yuan et af,

2006). Ademss, en la mutante E229A se disminuye la afinidad por el inhibidor malato (Yuan e/
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al., 2006), dade que el C,, de E229(224) estd situado a 10 A del sitio de unién del inhibidor, lo
que sugiere que este aminoacido juega un papel importante en la comunicacién entre estos dos
sitios alostéricos. Esto es ademis congruente con la propuesta de que la glicina y el malato se
upen a [a enzima de forma mutvamente excluyente (Tovar-Méndez et af., 2000).

IIL PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el trabajo de tesis se llevd a cabo el estudio de las propiedades alostéricas de ta PEPC
de hojas de la planta dicotiledénea Amarantius hypochondriacus (AMCAPEPC) para poder
realizar una comparacion con la regulacién de esta enzima en plantas monocotiledéneas,
concretamente con la enzima de hojas de Zea mays (ZmCAPEPC).

Los resultados méas importantes obtenidos hasta la fecha por el grupo de la Da. Mufioz
Clares en estudios encaminados a entender la regulacion integrada de la actividad de la
ZmCAPEPC, es decir la forma en que interachian los diferentes factores involucrados en esta
regulacién, son: 1) El verdadero sustrato de la reaccién es el complejo del PEP con el ion Mg®*
(Tovar-Méndez ef al., 1998), cuyas concentraciones intracelulares en condiciones fisioldgicas son
muy bajas (Tovar-Méndez et al., 2000); 2) &f PEP libre es un activador que se une al mismo sitio
alostérico que bos azicares fosforilados, como Gl}e6P y triosas fosfato (Rodriguez-Sotres &
Mufioz-Clares, 1990); 3} los efectos de estos activadores son sinérgicos con los de otro tipo de
activadores alostéricos, por gjemplo los aminoacidos neutros glicina o alanina (Tovar-Méndez et
al., 2000%; 4) en condiciones cercanas a las que se proponen existen durante el periodo de luz, el
efecto del inhibidor alostérico, malato, no puede ser contrarrestado por Gle6P, pero si por glicina
o alanina (Tovar-Méndez ef al., 2000). Estos dltimos resultados indican que la activacién de la
CPEPC de plantas monocotiledéneas por los aminodcidos peutros es fundamental para su
fimciopamiento iz vive, dado que durante el periodo de luz, cuando la enzima debe ser activa, bos
niveles intracelulares del inhibidor malato son muy elevados (Rodriguez-Sotres et al, 1987). Se
desconoce cudl es el papel de los efectores alostéricos, si es que existe alguno, en la regulacién de
la enzima durante el periodo de oscuridad.

Por otra parte, se ha reportado que Jos aminodcidos peutros no son activadores de 1a
isoenzima folosintética PEPC de plantas C; dicotiledéneas (Nishikido & Takanashi, 1973). Sin
embargo, Jos estudios en los que se basa esta aseveracién no fueron hechos en condiciones
similares a las fisiclégicas, por ko que se repitieron en estas condiciones para confirmar o
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descartar esta afirmacién. De confinnarse, habria que estudiar entonces si el papel que en la
regulacién de la PEPC fotosintélica de las monocotileddneas juegan Jos aminodcidos neutros, es
en las dicotiledoneas jugado por los azieares fosforilados.

En este contexto, se invetigd por medio de alineamientos miiltiples ¥y modelaje molecular
si los residuos de aminoacidos que han sido involucrados en [a regulacion alostérica de la enzima,
particularmente los que se ha propuesto forman el sitio que une a glicina, estdn conservados en la
enzima AhCAPEPC y podrian conformar dichos sitios.

IV. HIPOTESIS

La activaci6n de ARCAPEPC por medio de aminoacidos neutros serd mucho menor a la de
ZmCAPEPC y esto se deberd a diferencias estructwales entre ambas enzimas y no a las
condiciones en que se realizan los ensayos. Por otra parte, los azicares fosforilados serdn los
activadores principales de la AWC4PEPC y sustituirin en este papef a los aminodcidos neutros.

V. OBJETIVOS

V.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar las diferencias en la regulacién alostérica entre las enzimas fosfoenolpiruvato
carboxilasa de planias monocotiledtneas {Zea mays) y de plantas dicotiledoneas {Amaranthus
hypochondriacus).

V2, OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar las propiedades cinéticas de las enzimas ZmCAPEPC y AhC4PEPC en su estado
no fosforilado en condiciones cercanss a las prevalecientes durante el periodo de oscuridad.

2. Investigar si la enzima AhC4PEPC se activa por aminodcidos peutros en estas condiciones,
igual que lo hace en plantas monocotiledoneas.
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3. Estudiar el mecanismo de activacion por aziicares fosforilados de la AMCAPEPC, mecanismo
que pudiera ser diferenie al que presenta la enzima de plantas monocotiled6neas.

4. Comparar ias estructuras primaria y tridimensional de las dos enzimas para tratar de explicar
las diferencias de regulacidn alostérica entre ellas, en caso de encontrarse stas.

VL MATERIALES Y METODOS

VI.1. MATERIAL BIOLOGICO

La enzima se extrajo de las hojas de Zea mays o de Amaranthus hypochondriacus, las
cuales crecieron en invernadero iluminado con hiz natural a una temperatura de entre 20 y 30 °C,
Se usaron plantas de 6 a 8 semanas de crecimienlo. Para la purificacion de la enzima se dejaron a
las plantas en oscuridad durante un periodo de aproximadamente 11 horas, y las hojas colectadas
se aimacenaron a -78°C hasta su uso.

V1.2. REACTIVOS Y COLUMNAS DE CROMATOGRAF{A

Reactivos:

De Sigma: Glicina (4cido amincacético, pureza > 99%), HEPES (&cide 4+(2-hidroxietil)-
piperazina- 1-etanosulfénico, 99.5%), mélico deshidrogenasa, Glc6P sal monostdica (pureza
99%), Acido milico (sal disédica, pureza 98%), B-NADH (sal disédica, pureza 98%), EDTA
(sal disédica dihidratada de etilendiaminotetraacético, pureza 99+%), B-mercaptoetanol,
TEMED (NN,N° N’-tetrametilescliamina, pureza 99%), SDS (dodecilsulfato de sodio,
pureza > 99%), PEP (sal de ciclohexilamonio de fosfoenolpiruvato o sal de ciclobexilamonio
de 2-(fosfonooxi)-2-propanato, pureza 9934), DTT (DL-ditioireitol, pureza 99%), PMSF
(Aluonsro de fenilmetilsulfonilo o fluoruro de a-toleensulfonilo, pureza > 98.5%).

De J.T.Baker: Fosfato de potasio dibésico (pureza 99.5%), fosfato de potasio monobdsico
(pureza 99.1%), cionuro de magnesic, sulfato de amonio granular (pureza 99%), metanol
{pureza > 99.5%), glicerol anhidro (pureza 99.9%).

De MERCK: Tris (hidroximetil) aminometano {pureza 99.8%).
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De BIO-RAD: Albiimina de suero de bovino (BSA) liofilizada, reactivo Bradford concentrado,
bisacrilamida (N,N’-metilen-bis-acrilamida), acrilamida (pureza 99.9 %).

De Quimica JVC: Bicarbonato de sodio (pureza 99.7%), persulfato de amonio (pureza > 98%),
azul de Coomasie R-250, hidréxido de potasio (pureza > 85%).

Columnas de cromatografia:

Geseral Electric: Sefadex G25, DEAE-Sephacel, Sefarosa QFF, Superdex 200 HR 10/30.

V1.3. EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA PEPC

Purificacion de ARC4PEPC
Se licuaron 200 g de hoja en 1 litro de amortigusdor A (HEPES-KOH 50 mM, pH 7.4,
EDTA 1 mM; glicerol 10 % (v/v); B-mercaptoetanol 10 mM; fosfatos 25 mM; MgCl; 10 mM;
malato 5 mM; PMSF 1 mM; benzamidina 2 mM} a 4° C. El extracto libre de célufas se filtrd a
través de cuatro capas de gasa y el filtrado se centrifugé a 10,733 g duranie 15 mimutos. Con el
fin de eliminar la gran cantidad de pigmentos que contienen las hojas de amaranto, al
sobrenadante se le agregd lentamente y con agitacién la cantidad necesaria de sulfato de amonio
para llegar al 30% (pfv) de sahuracién (176 g/1) tras lo coal se centrifugé a 123,158 g durante 30
minutos. Al sobrenadante se le agregd sulfato de amonio necesario para llegar a 70% (pfv) de
saturacién (273 g/l); se cemtrifugd de nvevo a 123,158 g durante 30 minutos y el sedimento se
resuspendié con amortiguador A. La resuspensi6n se aplic a una columna (2.7 x 30 cm) de
Sefadex G25 equilibrada con amortigeador A y se eluyd con el mismo amortiguador a una
velocidad de flujo de 2 mlfmin. Las fracciones colectadas se agregaron a una columma (2.7 x 11
cm) de DEAE-Sephacel equilibrada con amortiguador A y se eluy6 con un gradiente de fosfatos
de 25-350 mM a una velocidad de flujo de 05 ml/min. Las fracciones colectadas se agregaron a
una columpa (2.7 x 30 cm) de Sefadex G25 bajo el mismo procedimiento para esta columna
usando ahora un amortiguador igual al A pero sin MgCh, benzamidina ni PMSF {amortiguador
B). Las fracciones colectadas se agregaron a una columna (2.5 x 12.5 cm) de Sefarosa Q de flujo
rapido (Sefarosa QFF) equitibrada con amortiguador B y se ehuyd con un gradiente de fosfatos de
25-350 mM a una velocidad de flujo de 0.5 mi/min. Las fracciones colectadas se agregaron a un
Centricén 100 (Amicon, Inc.) donde se cemtrifugaron a 10,733 g durante 15 minutos para
concentrar. E} concentrado se llevd a ua vohimen de 100 pl por Centricén 109, los cuales se
agregaron a una columna de exclusién molecular Superdex 200 HR 10/30 acoplada a un sistema
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HPLC Waters 616/626. Esta columna s¢ equilibré con amortiguador C (igual al amortiguador B
pero sin fosfatos ni malato) y se eluy6 con el mismo amortiguador a una velocidad de filujo de 0.3
mb/min, Las alicuotas obtenidas se juntaron, se les midié actividad y se dividieron en alicuotas
qoe se almacenaron a -78° C hasta su uso.

Purificacion de ZmC4PEPC

Se realizd usando el protocodo puesto a punte en nuestro laboratorio (Tovar-Méndez ef
al., 1997). Las hojas se homogeneizaron en una licuadora comercial 2 4 °C con 3 ml de
amortiguador Al por cada gramo de tejido (amortiguador Al: HEPES-KOH 50 mM, pH 7.3,
EDTA i mM, glicerol 10% (v/v), DTT 5 mM, MgCl, 10 mM, malato 5 mM, PMSF 1mM,
benzamidina 2 mM, quimostatina 100 pg/ mL, 25 mM de fosfato de potasio). El homogenizado
se filtré a través de cuatro capas de gasa y se centrifugd a 137,000 g por 30 min a 4 °C. El
sobrenadante se aplicé a una columnpa (13 x 11 cm) de DEAE-Sephacel equilibrada con el
amortiguador Al. Posteriormente la columna se elayd con 200 mL de gradiente linear de 25-500
mM de fosfalo de potasio en el amortiguador Al, a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min. Las
fracciones resultantes de la elucién que contenian actividad PEPC se agregaron a una columna
(1.5 x 7 cm) de Sefarosa QFF equilibrada con el amortiguador Bl (amortiguador Bl:
amortiguador Al excepto quimostatina y PMSF). Posteriormente, la columna se eluyo con 50 ml
de un gradiente linear de 25-500 mM de fosfato de potasio en ] amortiguador B1 a una velocidad
de flujo de 0.5 ml/min Las fracciopes resultantes de la elucidn que contenfan a PEPC se
reunieron y se concemraron en Centricon 100 (Amicon) y se aplicaron posteriormente a una
columna de exclusién molecular Superdex 200 HR 10430 acoplada al sistema de HPLC Waters
616/626; esta columna fue equilibrada con ameortiguador C1 (amortiguador Ct: HEPES-KOH
500 mM, pH 7.5, EDTA | mM, glicerol 10% (v/v), DTT 5 mM). La cromatografia se realiz6 a
una velocidad de flujo de 03 ml/min. Las fracciones que comenian la enzima tetramérica se
reunieron ¥ se almacenaron en alicuotas a —78°C.

V1.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se realizé por medio de un ensayo acoplado en el cual ] prodecto de ta carboxilacion del
PEP, el oxaloacetato, es sustrato de la malato deshidrogenasa (MDH), la cual ko reduce a malato
con la concomitante oxidacién de]l NADH a NAD™:



PEP+HCO; — TS 0444 Pi
OAA+ NADH —2*2 s Malato + NAD™

El seguimiento de esta oxidacidn se llevt a cabo espectrofotométricamente con &l equipo
PERKIN ELMER UV/VIS Spectrometer Lambda Bio 10 por la desaparicién de NADH a 340
nm, ya que a esta longitud de onda el NADH absotbe mientras que et NAD” no. Las condiciones
del ensayo estindar para la determinacién de activikdad de la enzima al purificarla y para los
controles de actividad de la enzima fueron: 100 mM de HEPES-KOH, pH 7.3, 0.1 mM de EDTA,
0.2 mM de NADH, 9 U de MDH, 5 mM de PEP, 10 mM de MgCl;, 10 mM de NaHCOs a 30 °C.
El volumen total del medio de reacci6n en la cubeta del especirofotémetro fue de 500 pl La
reaccion se dispara con 10 gl de la preparacién enzimética. La unidad de actividad enzimética
(U) se define como la cantidad de enzima necesaria para producir un micromol de producto por
minuto e las condiciones especificadas en cada caso.
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Figura VL. Curso temporzl de ha reaccida eatalizada por PEPC. Se observa la conversion
de NADH a NAD' siguiendo el cambio de absorbancia a 340 nm.

Este emsayo, en el intervalo lineal que se da aproximadamente en los primeros 60
segundos de la reaccion (Figura VI.1}, nos da el valor del cambio de absorbancia con respecto al
tiempo (A4) con el cual se calculd el valor de actividad enzimdtica a partir de la siguiente
ecuacidn.
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En donde:
AE es la actividad enzimdtica (U/ml)
A4 es la diferencia de absorbancia a 340 nm/min con respecto al tiempo
ses el coeficiente de extincién molar del NADH a 340 om (6.22 x 10°M' cm™)
v es el volumen de la preparacion de enzima usado en el ensayo, expresado en mililitros

Para las saturaciones de la ARC4PEPC y de la ZmC4APEPC con bos diferentes ligandos se
varié la concentracién del ligando con el que se saturd, manteniendo constamtes las demds
condiciones de reaccién. La temperatura (30 °C), el pH (7.3) y la concentracién del amortiguador
asf como de los reactivos de la reaccién acoplada fueron los mismos que en ef ensayo estindar; la
concentracién del magnesio libre (0.4 mM) se mantuvo constante en todos los experimentos
(Tabla V1.1), mientras que la concentracion del NaHCO; y del PEP, asi como de Jos efectores
alostéricos (malato, Glc6P y glicina) variaron como se idica en cada experimento. La
determinacién de fos para comprobar el grado de fosforilacidn e integridad de la enzima se
realizd en las siguientes condiciones: HEPES-KOH 100 mM, PEP 2.5 mM, NaHCO, | mM y
MgClz 5 mM, pH 7.3 y 30 °C.

Tabia VL1. Compuesios con conceatraciin ceastante ea el medio de ensayo.

Concentracion
HEPES-KOH 100 mM
EDTA 0.1 mM
NADH 0.2 mM
Mg libre 0.4 mM
MDH 4U

VL5. CALCULO DE LAS CONCENTRACIONES DE LAS ESPECIES LIBRES Y EN
COMPLEK) CON Mg*

Cuando el experimento requicre que ¢l magnesio libre se encuentre a una concentracion

de 0.4 mM es necesario calcular la concentraciin total a usar en cada pento de la saturacién para
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cada concentracién de PEP. Para ello se usé el programa de cdmputo “Metal Complex™
(Rodriguez-Sotres & Mufoz-Clares, 1990), que a partir de las concentraciones tolales de cada
sustancia que se encuentra en la disohicién y la constante de disociacién de su complejo con el
magnesio (Tabla V1.2) determina las concentraciones de las diferentes especies.

Tabla V1.2, Constantes de disociacita de los complejos com Mg®' o constantes icido-base
de las sustamcias en ¢ medio de reaccidn. A partir de estos valores se calcularon las
concentraciones de las diferentes especies libres y acomplejadas con el metal de cada una de
ellas de magnesio libre.

Constante de disociacién (mM) Constante de disociacién (mM)
MgMal 3.500 x 1072 MgCO3 2.340 x 107
MgPEP 1.800 x 107! MgHCO3 7.430 x 10
MgGIc6P 6.494 x 1072 MgEDTA 3.980 x 10°
MeGly 1.995 x 10 HEDTA 2.190 x 167
HPEP 2240 x 10° MgHEDTA 3.980 x 10°
HCO3 1259 x 107 MgNADH 1.000 x 107

V1.6. CUANTIFICACION DE PROTEINA

Se cuantiftco la concentracion de proteina usando un método espectrofotométrico ¥ un

Método espectrofotométrico

El fundamento del método espectrofotométrico se basa en la relacién entre la absorbancia
de [os residoos arométicos a 280 nm ¥y la concentracin de proteina. Cada proteina tiene un vator
de absorbancia a una concentracién de | mg/ml (Tabia V1.3) que se obtiene de 1a base de datos en
internet del Swiss Institite of Informatics (http://expasy.org). El procedimiento de bisqueda es &
siguiente: en la ventama del buscador se introduce el nimero de acceso {Tabla VI.3) y se
despliega un portal donde se encuentra imformacién socbre [a enzima. En la parte inferior del
porial se encuentran ligas de herramientas para el anilisis de proteinas y en el grupoe de
herramiemtas de analisis de secuencias wsamos la liga a ProtParam.
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Tabia VL3. Valores de absorbancia a 280 mm. Los valores estin dados para las ZmC4PEPC
¥ AhCAPEPC puras a una concentracién de 1 mg/ml.

. . Niimero de acceso
Absorbancia de la Absorbancia de la .
proteina sin cistinas  proteina con cistinas 0! TR B/Swiss-Prot
ZmC4PEPC 1.022 1.028 PO4711
ALCAPEPC 1.061 1.065 Q4329

Para determinar la absorbancia experimental de la preparacién de enzima a la cual le
determinamos la concentracién de proteina se procedid de la siguiente manera: con el mismo
espectrofotémetro usado para la determinacion de actividad, se realizé un barrido de longitud de
onda de 200 nm a 400 nm y se tomd el valor de absorbancia a 280 nm. Para realizar esta
medicién se usd una cubeta de cuarzo de ua volumen de 50 pl. El blanco se hizo con 50 ul de
amortiguador en que esti la enzima, asegurdndonos de que a lo largo def barrido de longitud de
onda la absorbancia del blanco fuera cero. De ser necesario, la preparacitn se diluia 1:5 o 1:10
con ¢l mismo amortiguador y con la diluckin se hacia el barrido con el fin de obtener valores
confiables de absorbancia. El cilculo se hizo dividiendo los valores de absorbancia por el factor
que armroja el programa considerando que en la enzima no hay cistinas debido a que en el
amortiguador hay f-mercaptoetanol y las cistefnas estém por tanto reducidas.

Meétodo colorimétrico

Se usd el descrito por Bradford (Bradford, 1976). El procedimiento que se siguié es el
siguiente: se realiz6 una curva patrén (Figura VL2) con BSA a una concesitracién de 2.72 mg/ml.
En siete tubos de ensayo se realizaron las preparaciones para cada punto de la curva patrén
(Tabla V1.4) A los 50 pl de cada tubo de la preparacién (Tabla V1.2) se agregaron 50 ul de
HEPES-KOH 50 mM, pH 7.4, EDTA 1 mM, glicerol 10% (v/v), DTT 1 mM y benzamidina I
mM (amontignador D). A estos 100 4 se les afiadieron 5 ml de disolucidn de Bradford, 1a cual se
diluye 5 veces con agua desionizada y se filtra previamente. Finalmente se determinaron las
absorbancias de cada tubo a 595 mm, para lo caal se utilizd el espectrofotémetro Beckman DU-
7500 (Beckman Instnanents, Fullerton, CA).
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Tabla VL4, Condiciomes de In carva patrfn usadas para la determinacién de concentracion
de proteina por el método de Bradford.

Volumen de disolucion

Tubo [BSA] (pg) de BSA () Agua (i)

1 0 0 50

2 5 1.84 48.16
3 10 3.68 4632
4 15 5.51 44.49
5 20 735 42,65
6 25 9.19 40.81
7 30 11.03 39.97

Las muestras problema se prepararon agregando un volumen igual o menor a 50 1l de la
preparacion de la enzima almacenada, de manera que la absorbancia resultante quedara dentro del
intervalo de valores de la curva patrén. Por ejemplo, si Jos valores de absorbancia en la curva
iban de cero a 0.359 (Figura V1.2), el valor de la muestra a determirar debfa guedar dentro de
este intervalo. De ser necesario, se agrega el volumen faltante de amortiguador D para completar
les 50 pl. Posteriormente se agregaron 50 ul de agua desionizada ¥ tos 5 ml de 1a disolocién de
Bradford, para finalmente realizar la determinacién de absorbancia de la muestra. Los valores de
absorbancia de las muestras se interpolaron en la curva patrén, obteniéndose asi los gramos de
proteina de la muestra. La cantidad de gramos resultante se dividié entre ef volumen de muestra
agregado para obtener la concentracién de proteina.

Prokins} k)
Figura V1L.2. Curva patréa para Ia determinacidn de proéeina por o método de Bradford.
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V1.7. ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE EN GELES DE POLIACRILAMIDA
(SDS-PAGE)

Para determinar la pureza de la enzima se realizd esta técnica de acuerdo al procedimieato
descrito por Laemli (Laemli, 1970).

Tabla VLS. Cantidades necesarias para preparar las disoluciones del gel apilador ¥ del gel
separacidn.

Gel separador ({ml) Gel apilador (ml)
Acrilamida (1) 333 0.67
Amortiguador para gel 250 __
separador (2)
Amortiguador para gel _ 1.25
apilador (3)
SDS (4) .10 0.05
Agua desionizada 4.00 3.00
Persulfato de amonio {5) 0.10 0.10
TEMED 0.013 0.013
Volumen total 10 5

Donde las diseluciones nsadas tienen la siguiente composicién:

1. Acritamida 30 % (p/v), bisacrilamida 2.7 % (p/v).

Tris 1.5 M, ajustado a pH 8.8 con HCl concentrado.

Tris 0.5 M, ajustado a pH 6.8 con HCl concentrado.

SDS 10 % {p/¥).

Persulfato de amonio 10 % (pfv).

Amortiguador para las muestras: Tris 0.125 M, SDS 4 % (p/v), glicerol 20 % (v/v), p-

mercaptoetanc] 10 % (v/v) y azul de bromofenol.

7. Disolucién de aznl brillante de Coomasie: Aznl Coomasie R-250 0.125 % (pfv), metapoi 50
% (v/v), acido acético 10 % (v/v).
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El gel consta de dos zonas: una de concentracién de las proteinas (acrilamida 4 % (p/v),
pH 6.8) conocido como gel apilador, y otra donde se lleva a cabo [a separacion de éstas por peso
molecular (acrilamida 10 % (p/v), pH 8.8) conocido como gel separador. Con los componentes
necesarios (Tabla VL.5) se prepararon dos disoluciones, que posteriormente se gelificaron.

El TEMED se agregé hasta el momento en que la disolucién se agregd a la cdmara de
electroforesis, ya que éste promueve la polimerizacion de 1a acrilamida la cual debe suceder en la
camara. Primero se agregé la disolucién para formar el gel separador, y una vez gelificado se
agregd 1a disolucién para formar el gel apilador junto con el peine para formar fos pozos donde se
adicionan las muestras de proteina.

Para preparar las muestras se tomé el volumen necesario para que tener 5 ug de proteina
en la disolucion y se afiadid el misino volamen del amortiguador para muestras, el cual esta
formado por Tris 125 mM, pH 6.8, SDS 4 % (p/v), glicero! 20 % (v/v), 2-mercaptoetanol 10 %
(v/¥) y lo suficiente de azul de bromoferrol para desarrollar color. Se calentd a2 Bafio Marfa por
quince minutos ¥ se verti cada muestra en un pozo.

Con las muestras cargadas en cada carril se aplicod una corriente eléetrica (115-120 V, 3-5
W y 20 mA) por medio de una fuente de poder por un tiempo aproximado de dos horas. La
cotriente eléctrica fluye a través del sistema por medio de un amortiguador cuya composicién es
Tris 25 mM, pH 8.3, glicina 192 mM y SDS 0.1 % (pfv).

Para tediir el gel se colocd en una disolwcidn de agua-oetanol (1:1) para quitar el exceso
de SDS y fijar las bandas de proteina. Posteriormente se puso en la disotucion de azul brillante de
Coomasie por cinco minutos y despueés se dejd en agua hasta que se decolora lo suficiente para
que se pudieran observar las bandas.

El grado de pureza de las preparaciones de enzima se estimd mediante densitometria de
gekes de electroforesis digitalizados. Las imigenes de estos geles se obtuvieron a través de
fotografias digitales tomadas con la cAmara NIKON Coolpix L4. El procedimiento que se siguié
para obtener los valores de densidad relativa de las bandas de imterés de cada gel fue el siguiente:
se selecciond el 4rea correspondiente a cada banda y se midié su densidad en pixeles, utilizando
el programa de cdmputo ImageJ 1.38X (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).
Con estos valores se calculd el porcentaje de pureza sumando & valor de densidad de cada uma de
las bandas del carril de muestra de cada gel. El valor de la suma se toma como €l 100 % y fos
porcentajes de pureza de cada banda se obtienen dividiendo el valor de densidad en pixeles de
cada una entre ¢] valor de Ia soma.
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Para obtener el valor de peso molecular se cakulan los factores de retencién (Ry), el cual
se define como la distancia de migracién de cada banda de protefna entre la distancia de
migracion del frente de corrida dado por €l aml de bromofenol. La distancia de migracién se
obtuve midiendo la distancia entre la mitad de cada banda y ¢ inicio del gel. Graficando el
logaritmo en base 10 de los valores de Ry de las proteinas marcadoras frenie a su masa molecular
s& obtiene una recta, la que se usa como curva patron (Figuras VIL1 B y VIL2 B) para calcular
por extrapolacitn o iderpolacitn los peses moleculares de las bandas de los carriles de muestra.

V1.8. ANALISIS DE LOS DATOS DE VELOCIDAD INICIAL

El anélisis de resultados se realizé por regresiones no lneales de tos datos utilizando e
programa de coémputo comercial “MicroCal Origin 6.07 (MicroCal Software, Inc. Northampton,
MA, USA) y las siguientes ecoaciones:

Para las saturaciones con el sustrato se usaron las siguientes ecuaciones:

v_V_xS" o 1
Sgr+ 8™

—V——L Ecuacién 2

Voo Saz+8™

Donde v es la velocidad inicial a cada concentracién de sustralo, Fee €5 1a velocidad
méxima alcanzada por la enzima en las condiciones de reaccitn, S es la concentracién del
sustrato, So s es la concentracion de sustrato a la cual se llega a la mitad de la velocidad mAxima y
ng es el nimero de Hill. La Ecuacitn 1 se usé para determinar e valor de Vo, que se usd para
estandarizar los valores, que entonces s¢ ajustaron nsando 1a Ecuaci6n 2.

Para ajustar los datos de velocidad inicial de las saturaciones con el inhibidor se usé la

i:—-l.j +V_R Ecuacitn 3
v, Is+1 w
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Donde v, es 1a velocidad inicat obtenida en presencia de las diferentes concentraciones del
inhibidor; v es la velocidad inicial en ausencia del inhibidor, &y s es 1a concentracion de inhibidor
a la cual se tiene un 50% de inhibicin, e 7 es la concentraci6én del inhibidor.

Para los ajustes de los de los datos de velocidad inicial de las saturaciones con los
activadores se usaron las siguientes ecuaciones:

v, AdxA"
Vo AG+AT

v Act x A™

a

v 4\ Bowsions
° A:g + A" [l + K—J

it

Donde v, es la velocidad inicial obtenida en presencia de las diferentes concentraciones
del activador; v es la velocidad inicial en ausencia del activador, Acfee: €s 1a activacion maxima
expresada en pimero de veces sobre la velocidad en ausencia del activador; Aps es la
concentracion de activador a la cual se flega a la mitad de la activacion maxima; y Ky es la
constante de inhibicién del activador.

V1.9. ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DE LAS ZmC4PEPC
Y AhCAPEPC

El alineamiento se realizd con las herramientas bioinformiticas de la pdgina
bttp://expasy .org en cuyo portal principal en el apartado de “Tools and software packages™ se
selecciona la entrada a “Alipnments™ y en el apartado de “Binary” se puede usar cualquiera de tos
tres software propuestos. Se usé el programa “LALIGN” que marca los aminacidos conservados
¥ los aminoc4cidos que sufren cambics conservadores (Huang & Miller, 1991). Las secuencias de
aminoacidos se obtuvieron de la base de datos de este portal por medio de los nimeros de acceso
UniProtK B/Swiss-Prot reportados en la Tabla VL 1.
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VL.10. CONSTRUCCION DEL MODELO DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE
AbC4PEPC

El modelo se obtuvo por medio def servidor de SWISS-MODEL {Guex & Peitsch, 1997;
Schwede et al,, 2003; Amold et al., 2006) a través de la pigina hitp-//expasy.org. Las imigenes
fueron generadas por medio del programa Pymol (Copyright © 2008 Delano Scientific LLC).

VIL RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1. PURIFICACION DE LA AhC4PEPC y ZmCAPEPC

En las Tablas VII.} y V11.2 se muestran los resultados de cada paso de purificacién de Ia
AhCAPEPC y la ZmCAPEPC, respectivamente. A la preparacién de la AhCAPEPC ohbtenida
después de la cromatografia con Superdex 200 se le realizd una electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE) (Figura V1.1 A). Los pesos moleculares esperados para las enzimas AbCAPEPC y
ZmCAPEPC de acuerdo a su composicién aminoacidica son 1095 kDa y 1093 kDa,
respectivamente. Estos valores fueron calculados por el programa ProtParam en expasy.org.

Ademias de la banda correspondiente a AhCAPEPC, identificada por su masa molecular
que resultd ser de 1013 kDa (Figura VIL.1 B), observamos varias impurezas que no logramos
eliminar con una cromatografia de intercambio iénico (Tabla VIL1}. La impureza més abundante
tiene un peso molecutar aproximado de 59.7 kDa. Mediante una densitometria de este gel,
estimamos que el porcentaje de pureza de la preparacién final de 1a enzima es del 57 %

Tabia VIL1. Resuitados de la purificaciia de la ARCAPEPC.

Paso de parificacifl ool (mg) total (U) (Ufmg) purificacitn R
Extracto crudo 7634 2595 034 1.0 100
Sulfato de amonio 371 1177 135 4.0 40
Sephadex G25 563 784 139 41 30
DEAE 259 599 2.31 6.3 23
QFF 170 469 276 8] i2
Centricones 50 kDa 91 303 3.33 93 11
Superdex 200 15 126 8.61 253 5
Mono Q 13 120 9.11 268 5
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Figura VIL.1. SDS-PAGE y grifica para cakular ¢l peso molecular de la ARCAPEPC. A)
Gel tedlido con azul de Coomassie. Carril 1, proieinas utilizadas como estndares de masa
molecular (kDa): miosina (200), fosforilasa b (97.4), albiimina de suero de bovino (68),
ovoalbimina (43), anhidrasa carbénica (29) y B-actoglobulina (18.4). Carrit 2 la enzima
PEPC purificada {1 pg proteina total aplicada en ef carril). B) Regresion lineal para calcular el
peso molecular de las proteinas del carril 2, los circulos abiertos son los puntos inter y
extrapolados para obtener los pesos moleculares de las bandas del carril 2.

s_—-,---

De la purificacién de la ZmC4PEPC por medio de una electroforesis desnaturalizante y la
densitometria del gel se observé que el porcentaje de pureza de la preparacion final de la
ZmC4APEPC es del 73%. La banda asignada a la ZmC4PEPC tienc una masa de 1005 kDa que
corresponde aproximadamente a la esperada. La vinica impureza que se aprecia en el SDS-PAGE
es de un peso de 57 kDa.

Tabla VI1.2. Resultados de la purificaciéa de s ZmC4PEPC.

P . ” Proteina  Actividad Actividad Vecesde  Rendimiento
der total (mg) total (U) especifica (U/mg) purificacién (%)
Extracto crudo 887 1685 19 1.0 100
DEAE 256 1609 63 33 95
QFF 138 1592 11.5 6.1 94
Superdex 200 32 1221 37.8 179 69
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Figura VII.2. SDS-PAGE y grifica para cakcalar el peso molecular de la ZmC4PEPC. A)
Gel tefiido con azul de Coomassie. Carril 1 proteinas utilizadas como estindares de masa
molecular (kDa): miosina (200), fosforilasa b (97.4), albimina de suero de bovino (68),
ovoalbamina (43), anhidrasa carbbnica (29) y B-lactoglobulina (18.4). Carril 2 la enzima
PEPC parificada (1 pg protefna total aplicada en el carril). B) Regresion lineal para calcular el
peso molecular de las proteinas observadas en el carril 2, los circulos abiertos son los puntos
inter y extrapolados para obtener los pesos moleculares de las bandas del carril 2.

En la purificacién de la AhC4PEPC los resuitados (Tabla VII2) muestran que el
rendimiento es bajo, siendo sélo del 5%. La actividad especifica es de 9 U/mg proteina y es baja
comparada con la reportada de 54 U/mg protena (Gayathri ef al., 2000). Ademds, estos autores
obtuvieron un rendimiento del 50% y un grado pureza aproximadamente del 100% (Gayathri ez
al., 2000), lo que comparado con el bajo rendimiento y el grado de pureza del 57% obtenidos en
esie trabajo indica que el protocolo de purificacién usado en este trabajo no es eficiente.

Los resultados de la purificacion de ZmC4PEPC (Tabla VIL2) nos indican que se obtuvo
una enzima con un rendimiento considerablemente alto, del 69%. El valor reportado de actividad
especifica es de 33 U/mg proteina (Tovar-Méndez ef al., 1998) que es similar al obtenido en este
n'abajodeB‘l.SUimgpmtdna.Adanéspamestamzimasereportaungadodepurmdei%
determinado por SDS-PAGE (Tovar-Méndez et al. 1997). Esto nos indica que ¢! procedimiento
depuriﬁcaciénllevadoacaboenesicu'aba}oweﬁcimte,aunwmdosigucexisﬁcndom
impureza.



Algo importante que se debe considerar es que la impureza no interfiera con los ensayos
que se realizardn. Por eslo es necesario que la preparacion final, aungue sea ¢l resultado de una
purificacién parcial como es nuestro caso, para ser apta para los estudios cinéticos que

realizamos, oo tenga actividad de fosfatasa ni de deshidrogenasa. Comprobamos que éste era el
caso, es decir que Do existia ninguna actividad contaminarte de fosfatasa ni de deshidrogenasa
que pudiese alterar los resultados de nuestros ensayos. Tomando en cuenta el peso molecular
calculado de la impureza y pensando que la principal impureza de coalquier proteina que se
quiera purificar a partir de hojas es Rubisco, dada su abundancia en la hoja, se obtuvieron los
pesos de las subunidades de esta enzima en Z mays y A hypochondriacws por medio de
expasy.org y son bastante parecidos a los pesos estimados de las impurezas. En el caso de la
irnpureza en la preparacién de la ARCAPEPC el peso estimado de 59.7 kDa es parecido al peso de
la subunidad grande que teGricamente seria 52.6 kDa. En el caso de la impureza en la preparacién
de ZmCAPEPC el peso estimado de 57 kDa es similar al peso de la subunidad grande que para
Smcasowreponaaeﬁ.?kDaCmesiosemmdesumnaquehhupmobsavaiammbm
wsosadgmﬁmbmidaddcthbim,loumlsomsistaﬁecmquhimpnmquem
no tiene las actividades que interferirian en los ensayos de actividad de la PEPC, debido aque la
carboxilacién que lleva a cabo la Rubisco no usa como sustratos ni al PEP ni al bicarbonato. Otra
posibilidad es que la impureza sea upa subunidad de una isoforma de la PEPC heteroctanrica,
ya que se ha reportado que en semillas de ricino ¥ de algas verdes se encuentra esta isoforma,
debido a que al homotetrdmero caracteristico se encuentra unidas cuatro subunidades mas de un
peso molecular de entre 57 y 64 kDa (Blonde & Plaxton, 2003). Esta iltima propuesta, la cual es
méspnbaﬂqd&idoa@xbspmmbwhresdehsimpmcxﬂm@losvahresde
peso molecular reportados para las subunidades pequefias de los heteroctdmeros.

Es interesante el hallazgo de que la aclividad especifica de la ZmCAPEPC en extractos
crdos es 5.4 veces mayor que la de AWCAPEPC. Estos datos sugieren que la enzima es mucho
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menos abundante en hojas de amarante que en hojas de maiz, lo que explica parcialmente el que
presentara mayores dificultades para su purificacién.

VI1.2. ESTUDICS CINETICOS COMPARATIVOS ENTRE LA ZmCAPEPC Y LA
ARCAPEPC

VIL.2.1. Determinacién de los valores de I s para matato de AhCAPEPC v ZmC4PEPC

Ares de realizar los estedios cinéticos, determinamos el valor de fa Jps para malato de
ambas enzimas en condiciones que se han usado en otros grupos de investigacién y en ef nuestro
{descritas en Materiales y Métodos) para estimar el grado de fosforilacisn y/o ia integridad de fa
enzima (Wang ef al, 1992; Duff ef al., 1995; Tovar-Méndez et al., 1997; Tovar-Méndez ef al,
1998; Mujica-Jiménez ef al, 1998), ya que se sabe que la afinidad por el inhibidor malato
depende no sdlo de la fosforilacién sino también de Pa integridad del amino terminal de la
proteina {McNaughton ef al, 1989).

TmCIFEPC
Ls 191
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Figara VIL3. Determinacién de La seasibilidad a malato (f4s) de las enzimas parificadas,
Medio de ensayo con PEP 2.5 mM, NaHCO; 1 mM y MgChk 5 mM, pH 7.3. Los datos
normalizados se ajustaron con la Ecuacion 3.



Los datos experimentales y los resnltados obtemidos del ajuste de estos datos con la
Ecuacién 3 se muestran en la Figura IV.3. En las condiciones de ensayo que nosotros usamos, se
ha reportade un valor de la Jp 5 para la forma desfosforilada de ta ZmC4PEPC de 0.18 mM y de
1.54 mM para la forma fosforilada (Jiao ef af, 1991, Tovar-Méndez et af., 1998). No hay valores
de la Jy reportados para ARC4PEPC que se hayan determinado en las mismas condiciones de
reaccién usadas por nostros, por lo que carecemos de valores de referencia. En el caso de enzimas
truncadas el valor de fos es superior a 8 mM (Mijica-Jiménez C., comunicacion personal).

Los bajos valores de fa 5 obtenidos tanto para ZmCAPEPC como ARCAPEPC indican que
no se encucntran fosforiladas y que no han sufrido protedlisis, es decir estén integras, por lo que
procedimos a realizar Jos experimentos cinéticos planteados en los objetivos de esta tesis.

¥11.2.2. Sataracién con PEP

» 1 1 N ® 2
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Figura VIL4. Sataracién por PEP de las enzimas AWCAPEPC y ZmCAPEPC en
condiciomes cercanas a las fisiol6gicas. El ensayo se realizé a pH 7.3 ¥ 30 °C como se
describe en Materiales y Métodos. Para facilitar la comparacién entre ambas enzimas los
valores de velocidad inicial se han normalizado con respecto a 1a Ve encontrada en cada
saturacién, para el caso de la AhCAPEPC el valor de la Pax es 115 = 0.05 U/mg de
proieina y para el caso de la ZmCAPEPC es de 1635 + 0.24 U/mg de proteina. Los datos
normalizados se ajustaron usando el método de regresiéa no lineal con la Ecuacitn 2.

49



La saturacién con el sustrato PEP de ambas enzimas a concentraciones de bicarbonato y
Mg®" libre cercanas a las fisiolégicas amojé valores de Sos y ny diferentes para ABCAPEPC y
ZmCAPEPC (Figura VI14). El valor de Sps de la ZmC4PEPC para PEP es muy similar al
obtenido anteriormente en iguales condiciones (Tovar-Méndez ef al, 2000). En o caso de 1a
AhCAPEPC, no es posible hacer una comparacion de este tipo porque el nico valor reportado se
obtuvo en condiciones diferentes, concretamente a concentraciones de Mg”" y bicarbonato mucho
mayores (Murmu et al,, 2003). La enzima de amaranto tiene una Sy sprp) casi cuatro veces menor
que la de malz, y mucho menor (44 veces) si seﬁmemumlnlasdifmiasdemop&aﬁvidad
indicadas por el nimero de Hill, es decir si comparamos los valores de Sos™. Esto indica una
afinidad de la AWCAPEPC por el sustraic PEP mucho mayor que la de la ZmC4PEPC. De
cualquier forma, el grado de saturacién de ambas enzimas a la concentracién de PEP que se
estirna es la que esti presente durante los periodos de escuridad, 0.2 mM (Doncaster & Leegood,
1987), es muy bajo, lo que sugiere que son practicamenie inactivas en estas condiciones, a no ser
que los activadores produzcan un incremento notable de actividad.

VI.2.3. R i6n efectores alostéricos

Para probar las diferentes respuestas de las enzimas ZmCAPEPC y AhC4PEPC a los
activadores e irhibidores a concentraciones de los sustraios cercanas a las fisiol6gicas durante el
periodo de oscuridad, se realizaron saturaciones en las condiciones indicadas en Materiales y
Métodos. Utitizamos como activadores a 1a Gle6P y a la glicina y como inhibidor al malato v,
dado que estamos trabajando con la enzima no fosforilada (forma de noche), se usdé una
concentracién de PEP total de 0.2 mM que es 1a que se estima que existe durante el periodo de
escuridad (Doncaster & Leegod, 1987). Las concentraciones del Mg®" libre y del bicarbonato no
cambian en ¢ ciclo noche-dia y son cercanas a las goe usamos en nuestros experimentos.

Para investigar si existian diferencias en 12 sensibilidad a malato de ambas enzimas, como
habfan sugerido los resultados de los experimentos prefiminares ya mencionados en fos que se
determiné ia f5 s en condiciones estandares, probamos 1a respuesta de ambas a este inhibidor en
condiciones cercanas a las fisiologicas. Los resultados (Figura VII5) muestran que la
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semfﬁlkhddelaAhC4PEPCdinhfbidresmemrqwladelaZmC4PEPC,yaqmelvaiotde
Ia Ip 5 para la ARC4PEPC en estas condiciones es aproximadamente tres veces mayor que el de la
ZmCAPEPC. En ninguna enzima se observd cooperatividad en la unién def mhibidor, Jo que
concierda con resultados previos de nuestro grupo de trabajo (Tovar-Méndez ef al., 2000).
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Figura VILS. Saturaciéa por malato ex coadiciones cercanas a las fisiologicas, Medio de
ensayo a pH 7.3 con PEP 0.2 mM, NaHCO; 0.1 mM y Mg?* libre 0.4 mM. Para normalizar los
datos de velocidad inicial, en este caso se dividieron los valores de velocidad en presencia del
inhibidor (v;) entre el valor de velocidad en su ausencia (w). Para la AhCAPEPC w = 0.36
U/mg de proteina y para la ZmC4PEPC vg = 0.02 U/mg de proteina. Los datos nosmalizados se
ajustaron a la Ecuacién 3.

Para corroborar las diferencias en la sensibilidad a malato de ambas enzimas se realizé
una saturacién con el susirato PEP a mna concentracidn fija de malato (20 mM) (Figura VIL.6)
observéndase que en ta AMCAPEPC disminuye s afinidad aparente por el sustrato en presencia
del inhibidor ligeramente menos que la ZmCAPEPC. Esto se traduce en diferencias en la
sensibilidad a PEP en la presencia de malato de ambas enzimas de 4 veces en la Sg5 por ef
sustrato. Como era de esperarse para un inhibidor alostérico {Segel, 1975), y como ya ba sido
observado en otras coadiciones de ensayo (Rodriguez-Sotres et ol, 1987; Tovar-Méndez ef al,
2000), en ambas enzimas, la presencia de malato en el medio de reaccién aumenté la
cooperatividad aparente de unién del sustrato. Este aumento es considerablemente mayor en la
ZmC4PEPC, en la que el valor de ng llega a ser casi el maximo que puede akcanzar esta enzima
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tetramérica, que en la ARC4PEPC, lo que aunado al efecto sobre S 5 nrrestra una considerable y
significativa menor sensibilidad al malato de la ARCAPEPC. Es de notar que debido a la gran
woperarividaddeunjéncnneiPEPyaLabagaaﬁnidadde]amzimporéstemprmciadel
malato, la ZmCAPEPC no tiene practicamente actividad en concentraciones fisiolégicas de PEP si
hay malato presente, mientras que la ARCAPEPC si tiene, aunque baja.

L L] L] LA L]

PR | (M) [PEF] s (M)

Figura VIL6. Efecto del malato sobre In satwraciéa con PEP ea condiciones cercanas a
has fisiokigicas. Medio de ensayo con NaHCO; 0.1 mM, Mg” libre 0.4 mM, malato 20 mM.
Para facilitar la comparacion entre ambas enzimas los valores de velocidad inicial se han
normalizado con respecto a 13 ¥y encontrada en cada saturacién. Para la ARCAPEPC el
valor de la Faux €3 2.31 + 0.09 U/mg de proteina y para el caso de la ZmC4PEPC es de 19.4 +
1.2 U/mg de proteina. Los datos normalizados se ajustaron a 1a Ecuacién 2.

VIL23.2. Adtivacién por GIc6P

Cuando se realizé la saturacién por Glc6P en condiciones cercanas fisioldgicas (Figura
VIL7) se obtuvo una activacién méxima, es decir la que se obtendria a concenitracién saturante
del activador, 3 veces mayor para la ZmC4PEPC que para la ARCAPEPC, mientras que ef valor
de [a A5 para la Glo6P de la ARCAPEPC es casi diez veces menor que el de la ZmCAPEPC.
Estos resuftados nos indican que a pesar de que la GIc6P activa menos a la ARC4PEPC, esta
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enzima tiene mucha mayor afinidad por el activador que la ZmCAPEPC. Con respecto a la
cooperatividad de untdn del activador el valor de ny en ambos casos es cercano a dos, lo cual
indica que la Glc6P se une 2 ambas enzimas cooperativamente en condiciones cercanas a las
fisiologicas. En conjunto estos resultados implican que a las concentraciones fisiolégicas de la
Gic6P (0.1 mM en la moche, Doncaster & Leegood, 1987) la activacién producida por este
metabolito serfa mayor en el caso de 1a enzima de amaranto que en el caso de la enzima de maiz.

1
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Figura VIL7. Saturacién con Gk6P ea condiciones cercanas a las fisioldgicas. Medio de
ensayo con PEP 0.2 mM, NaHCO; 0.1 mM, Mg”" libre 0.4 mM_ Para normalizar los datos de
velocidad micial, en este caso se dividieron los valores de velocidad en presencia del activador
{(Va) entre el valor de velocidad en su ausencia (). Para la ABCAPEPC vy = 0.54 U/mg de
proteina y para &l caso de la ZmCAPEPC v, - 0.01 U/mg de proteina. Los datos normalizados se
ajustaron a la Ecunacidn 4.

En presencia de malato, la satnracién con GIc6P en condiciones de concentraciones de
sustratos cercanas a las fisioldgicas (Figura VIL.8) produce en ambas enzimas una activacién
méxima practicamente igual y menor 2 la que produce en susencia del inhibidor. En el caso de la
AhCAPEPC, en presencia de malato 1a Acta,, €5 aproximadamene 2.5 veces menor, la Ags 25
veces mayoer ¥ la cooperatividad aparente de unién del activador, medida por el valor de ng, 1.3
veces mayof que en ausencia del inhibidor. Estd claro entonces que la presencia de malato
disminuye fuertemente la afinidad de la enzima de amaranto por ef activador Gk6P. Sin
embargo, si se toma en cuenta que en las concentraciones saturantes del activador en presencia de
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malato no se alcanza la actividad que la enzima tiene cuando no hay malato, se puede conciuir
que ambos ligandos pueden estar simultineamente unidos a la enzima, es decir que la union del
activador y el mhibidor no es mutuamente excluyente en esta enzima. El efecto principal del
malato es disminuir Ia afimidad del sitio de la GhcSP por el activador, pero también tiene un efecto
ligero sobre €] cambio conformacional que el activador induce o estabiliza una vez unido. En
cuanto a la ZmCAPEPC tampoco el malato y la Glc6P son mutuamente excluyentes; de becho el
malato estorba menos la waién de la Glc6P que lo que hacfa en el caso de la enzima de amaranto.
Pero en el caso de la ZmCAPEPC, el efecto mayor es sobre el cambio conformacional y es menor
sobre la afinidad. En la enzima de maiz, en presencia de malato la activacion mixima por la
GlcoP disminuye 6.4 veces, el valor de 1a 45 5ss6lo aumenta aproximadamente 1.5 veces y el ny se
mantiene pricticamente igual. Los resultados obtenides con la ZmCAPEPC concuerdan con los
obtenidos previamente por nuestro grupe de trabajo a altas concentraciones de PEP (Tovar-
Meéndez et ol , 2000).
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Figura VILS. Efecto del malato sobre la saturaciéa con GlcSPenco-dluumoaruma
lasfmo:lﬂgxus.MecﬁodemyoapH?jconPEPOlmM,NaHCO:OlmM,Mg libre 0.4
mM y malato 20 mM. Para normalizar los datos de velocidad inicial, en este caso se dividieron
los valores de velocidad en presencia del activador (v,) entre ¢l valor de velocidad en su
ausencia (vp). El valor de vp para la AWC4PEPC es 0.11 U/mg de protefna y para ¢l caso de la
ZmCAPEPC es de 0.002 U/mg de protefna. Los datos normalizados se ajustaron a la Ecuacitn
4.
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Estas diferencias en el mecanismo de activacién de ambas enzimas por la Glc6P en

presencia del malato anulan las diferencias que se observan entre ellas en ausencia del inhibidor ¥
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llevan a que la respuesta al activador en presencia del inhibidor sea pricticamente la misma en
ambas enzimas. Efectivamente, se puede observar en [a Figura VI8, que en presencia de malato,
la saturacién con Glc6P en condiciones de concentraciones de sustratos cercanas a las fisioldgicas
produce en ambas enzimas una activacién méxima pricticamente igual con valores sinilares de la
Aasyelng.

Con el fin de explorar mis el mecanismo de activacion por la Gle6P cuando esti presente
el malato en el medio de reaccién, se llevaron a cabo saturaciones con el activador de las dos
enzimas a una concentraciém mayor de PEP y HCO;™ (Figura VIL9). En forma interesante y
aunque hubiese sido de esperar lo contrario, las activaciones méximas obtenidas con ambas
enzimas fueron sigaificativamente méis altas que las obtenidas a bajas concentraciones de los
susiratos, 24 y 18 veces en la ZmCAPEPC y en la ACAPEPC, respectivamente. Lo inesperado de
este resultado es porque el efecto més reconocido del activador es incrementar la afinidad por el
sustrato y por tanto los incrementos de actividad que produce a concentraciones bajas deben ser
muy superiores a ks que produce a concentraciones altas de éste. De nuevo en forma contraria a
lo esperado, no se observaron incrementos en la afinidad de la ZMC4PEPC por el activador y en
el caso de la AhC4PEPC este incremento fue menos del doble. Se observé ademés en ambas
enzimas inhibicién a altas concentraciones de activador, lo que no se habia observado cuando las
concentraciones de sustratos eran bajas. Esta inhibicion por el activador se sabe que se debe a la
unién del complejo activador-Mg®' al sitio activo en competencia con el sustrato (Majica-
Jiménez et al, 1998) ¥y por tanto serla de esperar encontrar esta inhibicién a bajas
concentraciones del sustrato més que a altas. Por todo ello, y amnque con bos experimentos
realizados no podemos concluirlo de forma inequivoca, creemos que es posible que estos efectos
inesperados se deben al aumento en la concendracién de bicarbonato (de 100 veces) mas que al
aurmento en [a concentracidn de PEP. De ser asi, estos resultados estarian indicando que el
bicarbonato tiene un efecto muy importante sobre la conformacién activada de la enzima que
resulta de la union de la Glc6P y sobre !a afinidad del sitio activo activo y alostérico para la
Glc6P. También parece afectar la capacidad def sitio activo de discriminar entre 1a forma libre
la que forma complejo con el metal de sus ligandos, ya sean sustratos o aciivadores, por o que
seria de interés investigar si a las bajas concenraciones de este ion, que son las fisioldgicas, el
mecanismo cinético de la enzima sigue siendo el mismo que el reportado a altas concentraciones
(Janc et al., 1992); es decir, si el sustrato preferido sigue siendo el compicjo Mg”-PEP o la
enzima une en forma indistinta a la especie libre y acomplejada del sustrato. Nuestros resultados
serfan también congruentes con &l reporte de que bicarbonato disminuye la afinidad de la enzima
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por malato (Parvathi ef al., 2000}, un efecto que probablemente sea mediado por el incremento
que produce en la afinidad por el sustrato en complejo con el Mp”". Igralmente estos resultados
indicarian que es la unién de este complejo al sitio active lo que con mayor efectividad se opone
a la unién del malato al sitio alostérico, ¥ eso explicaria el incremento observado en la activacion

maxiraa en ambas enzimas.
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Figura VILY. Efecto del malato sobre la satmraciéa com Gk6P a comtentraciomes
fisioligicas de Mg™* libre y concentraciomes altas de PEP y bicarbonato. Medio de ensayo
a pH 73 con PEP 3 mM, NaHCO: 10 mM, Mg” libre 0.4 mM y malato 20 mM. Para
normalizar los datos de velocidad inicial, en este caso se dividieron los valores de velocidad en
presencia del activador (v;) entre e valor de velocidad en su ausencia (w). El valor de v para
la ARCAPEPC es 0.56 U/mg de proteina y para el caso de la ZmC4PEPC es de 0.11 U/mg de
prolefna. Los datos normalizados se ajustaron con la Ecuacidn 5.

Para comprobar si éste es el comportamienio de las enzimas incliso en ausencia del
malato, se llevéd a cabo una saturacidn de la ZmC4PEPC a concentraciones altas de PEP y
bicarbonato (Figura VII.10). Encontramos de puevo inhibicién por altas concentraciones de
activador y una activacion méixima que es cualro veces mayor que la que se obtvo a
concentraciones menores de los sustratos (ver los datos de la Figura VIE7). El valor de la Ags es
el doble al encontrado a bajas concentraciones de los sustratos. Asi pues, estas particularidades
del mecanismo de activacién por la GIc6P a altas concentraciones del bicarbonato no depende de



que haya o no malato en el medio de reaccién, ¥ merece la pena que sean exploradas a mayor
profindidad en un futuro.

En resumen las diferencias encontradas entre ambas enzimas en su respuesta a la Glc6P y
al malato pueden ser trascendentes a nivel fisioldgico, porque a concentraciones fisiolégicas det
activador e inhibidor los efectos del primero pueden ser mayores para la ARCAPEPC que para la
ZmC4APEPC, como esperamos que sea para plantas dicotiledéoeas.

3
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Figura VIL1€. Saturaci6a por Gic6P de h ZmC4PEPC a concentracioncs fisiolégicas de
Mgz)'librey conceniraciomes asltas de PEP y bicarbonato. Medio de ensayo a pH 73 con
PEP 3 mM, NaHCOs 10 mM, Mg® libre 0.4 mM. Para normalizar los datos de velocidad
inicial, en este caso se dividieron los valores de velocidad en presencia del activador (v.) entre
el valor de velocidad en su ausencia (v). El valor de v es de 1.24 U/mg de proteina. Los datos
normalizados se ajustaron con 1a Ecuacién 5.

VI1.2.3.3. Activacién por ghicina

Las saturaciones de la AhCAPEPC con glicina corroboraron ko que se ha reportado en
cuanio a la activacién de este efector: que solo activa en forma sigpificativa a las PEPC de
plantas monocotiledéneas (Nishikido & Takanashi, 1973; Bandarian ef al., 1992). En efecto, bajo
condiciones de concentraciones de bos sustratos y de Mg®* Libre cercamas a las fisioldgicas la
activacién méxima observada para la ZmCAPEPC fue 90 veces mayor que ka observada parala
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Figara VIL1l. Satwraciim por Gly d¢ Ias emzimas AWCHIPEPC y ZmCAPEPC er
condiciones cercamas a las fisiologicas. Medio de ensayo a pH 7.3 con PEP 02 mM,
NaHCO; 0.1 mM, Mg®" libre 0.4 mM. Para normalizar los datos de velocidad inicial, en este
caso se dividieron los valores de velocidad en presencia del activador (v,) entre el valor de
velocidad en su ausencia (w). El valor de vp para AhCAPEPC es 0.43 U/mg de proteina y para
el caso de ZmCAPEPC es de 0.02 U/mg de proteina. Los datos normalizados se ajustaron con

la Ecuacion 4.

AhCAPEPC (Figura VII.11}). En esta viltima enzima [z activacidon maxima observada a saturacion
por la glicina es 2.5 veces menor que la activacién méxima provocada por la GlctP, ko que
aunado a que ef valor de la Ay s para la Gly es 13 veces superior al valor de la 4y 5 para la Glc6P,
claramente indica que si bien la enzima de amaranto también responde a la Gly, éste es un
activador muy pobre comparado con la Gle6P. Aunque para poder eniender totalmente la
importarcia fisiolégica de la activacién por fa Gly de 1a ARCAPEPC se necesitaria el conocer las
concentraciones infracefulares de este aminodcido que se llegan a alcanzar en la hoja de
amaramlo, la activaci6én méxima producida es demasiado baja como para suponer que esta
activacion sea de relevancia. La Ay s estimada para la ZmC4PEPC es 7 veces mayor que para la
ARCAPEPC, lo cual podria representar una ventaja para esta (ittima de la misma manera que la
Gk6P, al tener una mayor afinidad relativa por el efector positivo. Pero debido a los bajos
valores obtenidos de activacién méxima es poco probable que ésta sea una ventaja real. Otra
diferencia observada en la respuesta a la Gly de ambas enzimas es que la saturacién de la
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ZmCAPEPC por este activador presenta cooperatividad positiva, mientras que la saturacidn de la
AhCAPEPC no la presenta.
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Figura VIL12. Efecto del malato sobre la saturaciba de Ia ZmC4PEPC por Gly ea
condiciomes cercanas a hs fisiologicas. Medio de ensayo a pH 7.3 con PEP 02 mM,
NaHCO3 0.1 mM, Mg libre 0.4 mM y malato 20 mM. Para normalizar los datos de velocidad
inicial, en este caso se dividieron los valores de velocidad en presencia del activador (v,) entre
el valor de velocidad en su ausencia (w). El valor de v; es de 0.003 U/mg de proteina. Los
datos normalizados se ajustaron con la Ecuacién 4.

En presencia de malato 20 mM (Figura VII1.12) no pudimos determinar la saturacion por
glicina para la ARCAPEPC como era de esperarse, ya que inchiso en ausencia del inhibidor los
incrementos en la velocidad producides por glicina fueron muy bajos. En cuanto a la
ZmC4PEPC, la activacién mdxima aument6 aproximadamente 3.5 veces en comparacidon con bo
observado en ausencia del inhibidor (datos en la Figura VI1.11) y el valor de la 4a5 aumento
aproximadamente 5 veces. Se sabe que ka concentracién fisiolégica de la glicina durante el dia es
de 2 mM o de 30 mM, siendo la segunda determinada a una concentracién de HCOy de 0.1 mM.
Y durante 1a noche la concentracién fisiokgica de este efector es de 2 mM (Tovar-Méndez er al,,
2000). El altisimo valor de Ia 44 5, mucho mayor que las concentraciones intracehulares de Gly,
indica que Gly no seria um activadot de la enzima de mafz cuando nq estd fosforilada, es decir
durante el periodo de oscuridad, a diferencia de lo que ocwrte con la enzima fosforilada presente
curante ¢ periodo de luz (Tovar- Méndez ef al., 2000). Por oira parte, la actividad de la enzima
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alcanzada a saturacién de Gly en presencia de malaio indica que este activador puede revertir
totalmente los efectos del inhibidor o que significa que ambos efectores alostéricos son
mutamente excluyentes. Esta es una importante diferencia entre Gly y Glc6P.

Para explorar més a fondo el mecanismo de activacién por Gly se hicieron saturaciones
con este aclivador a concentraciones altas de los sustratos, y en presencia de malato 20 mM,
condiciones que son iguales a las ufilizadas con la enzima fosforilada en un trabajo previo
(Tovar-Mendez_.) Los resultados se muestran en la Figura VII.12. Se encontré que la activacion
méxima de la ZmC4PEPC es unas 85 veces mayor que la obtenida con la ARCAPEPC, que sigue
siendo muy baja incluso en estas condiciones. El valor de la 455 es solamente 1.5 veces mayor
para la ZmC4PEPC que para la ABC4PEPC, lo que indica que no hay una gran diferencia en las
afinidades de cada enzima por el activador en estas condiciones. La presencia del inhibidor
genera cooperatividad positiva en la uni6n del activador a la ZmC4PEPC, mientras que éste se
unte con ligera cooperatividad negativa a la AhCAPEPC.
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Figuras VIL13. Efecto del malato sobre la satmracidn de Ias cazimas AWCAPEPC ¥y
ZnC&'EPCporGlyawmmdousfu’nlégfcasdeMgﬂﬁhnyahudePﬁPy
biu:bonato.MedjodeamyoapHTSmnPEP3mM,NaHCO;10mMMg2+h'bre0.4mM
valores de velocidad en presencia del activador (v.;) entre el valor de velocidad en su ausencia
(vo). El valor de vs para la ABCAPEPC es 0.17 U/mg de proteina y para el caso de la
ZmCAPEPC es de 0.08 U/mg de proteina. Los datos normalizados se ajustaron a la EcuaciSn
4.



Para corroborar las diferencias entre el mecanismo de activacitn por Gly y el mecanismo
de activacién por GIc6P, se llevé a cabo la saturacion de la ZmCAPEPC con glicina a
concentraciones mis ahas de Yos sustratos (PEP a 3 mM y HCOs a 10 mM) y en ausencia del
malato manteniendo la misma concentracién de} Mg”" libre (Figura VIl.14). Como se esperaba
la Aps para Gly tiene un valor mucho menor (30 veces) que el encontrado a las concentraciones
bajas de los sustratos y la activacién maxima estimada fue 41 veces menor (comparar con datos
en Figura VIL.11). Estos resultados son congruentes con lo ya sabido de que el efecto del
activador es principalmente aumentar la afinidad de la enzima por su sustrato (Nishikido &
Takanashi, 1973; Gillinta & Grover, 1995; Tovar-Méndez et al., 1998; Tovar-Méndez et al,
2000), pero contrastan fuertemente con los resultades anormales obtenidos en la satiracién de la
enzima con Gke6P en las mismas condiciones (Figura VI1.10). Esto indica que el efecto de altas
concentraciones de bicarbonato es sobre la activacin por la GleSP y ne por la Gly. Owo
resuftado interesante de estos experimentos €s que la unién de la Gly a 1a ZmCAPEPC en estas
condiciones no sdlo no muestra cooperatividad positiva, sino incluso una ligera cooperatividad
negativa.
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FiganlllA.SatnndblporGEydethC4PEPCamwnuadolmﬁsiolég'msde
Mg™" libre y concentraciones alias de PEP y bicarbonato. Medio de ensayo a pH 7.3 con
PEP 3 mM, NaHCO: 10 mM, Mg®" libre 0.4 mM. Para normalizar los datos de velocidad
inicial, en este caso se dividieron los valores de velocidad en presencia del activador (v} entre
el valor de velocidad en su ausencia (vp). El valor de vo es de 821 U/mg de proteina. Los datos
normalizados se ajustaron con la Ecuacidn 4.
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VII.2.4. Resumnen de Yos resuttados de los estudios de velocidad inicial

Pama facilitar su comparacién, los datos obtenides en los estudios de velocidad micial, ya
descritos y discutidos, se resumen en la Tablas V11.3, VIL.4 y VILS. Pensamos que en el caso de
la enzima de amaranto, st atta afinidad por el PEP y por 1a Glc6P, que serd incluso mayor si la
enzima estd fosforilada, su menor grado de cooperatividad, unido a su menor sensibilidad por €l
malato, podrian hacer que no sea tan necesaria la activacidn por amincacidos neutros como lo es

en el caso de la enzima de maiz

Tabla VIL3. Resultados de la saturacién por PEP y de Ia inhibiciéa por malate.

Condiciones del ensavo

NaHCO; 0.1 mM, Mg?' e 0.4 mM
NaHCO; 0.1 mM, Mg” e 0.4 mM + malato 20 mM

PEP 2.5 mM, NaHCO; 1 mM, Mg** 5 mM
PEP 0.2 mM, NaHCO; 0.1 mM, Mg”' iz, 0.4 mM

AhC4PEPC ZmCAPEPC
Sos ny Sos -
{mM) {roM)
3.04 203 (130 249
6.84 2.44 2743 343
Jos (mM) Jos (mM)
0.39 027
124 0.43

Tabla VILA Resuliados de la activacién por Gle6P. 1 son los experimentos realizados con
PEP y NaHCO, a concentraciones bajas; I con PEP y NaHCO; a concentraciones bajas en

presencia de malato; Il con PEP y NaHCO; a concentraciones altas y IV con PEP y NaHCOs
a concentraciones altas en presencia de malato. N.D. = no determinado.

AhCAPEPC ZmCAPEPC
Yo At Vamee  Aos e Ko oo o Yame  Aos . K
(U/mg) (Ufmg} (mM) (mM)  (Uimg) Uimg)  (mM) {mM)
1 054 394 213 033 188 - 001 1008 010 295 218 -
Ir 011 261 029 794 206 - 0002 242 0005 446 252 -
O ND ND. ND ND ND ND. 124 4201 5209 859 144 5.64
IV 056 2313 1295 458 167 3.15 011 3575 393 932 1.77 8.50
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Tabla VILS. Resultados d¢ Ia activaciéa por Gly. [, I, 11 y I'V son las mismas condiciones
que en [a tabla VII.4.

AhCAPEPC ZmCAPEPC
& Actags Veme  Aos ng & ACtam Vamx Aos ng
(Uimg) (Umg) (mM) (Uimg) (Wmg) (mM)
1 043 146 063 577 130 0.02 12854 257 4156 216
i ND. ND ND. ND. ND. 0.003 36677 1.1 192,79 2.95
O ND. ND. ND ND. ND 8.21 493 3227 1.06 077
v 017 241 0.41 4238 0.87 008 2040 1632 3154 226

VIL3. COMPARACIONES ESTRUCTURALES ENTRE LA ZmC4PEPCY LA AhCAPEPC

El estudio de las diferencias estructurales entre ambas enzimas se abord6 desde dos
perspectivas. La primera fue comparar sus estructuras primarias mediante un alincamiento para
cormoborar que los aminoacidos que se reportan como esenciales para la actividad y regulacién de
la enzima se emcuendran conservados en las secuencias de aminodcidos de las enzimas
ZmCAPEPC y ARCAPEPC. Y la segunda fue obtener un modelo tridimensional de la AhCAPEPC
para tratar de ver si las diferencias en la estructura primaria repercutian en [a estructura
tridimensional,

VIL3.1. Comparacién de las estructuras primarias

En el alineamiento de las secuencias de aminodcidos de fa ZmCAPEPC y de la
AhCAPEPC (Figura VIL15) se obtuvo que ambas enzimas tienen un 76.8 % de identidad en los
965 aminoécidos alineados de los 970 aminodcidos de k2 ZmCAPEPC y de los 964 aminoacidos
de 1a AhC4PEPC. El porcentaje de identidad tiene un valor esperado debido a que se ha reportade
que la identidad entre las PEPC de plantas es de alrededor ded 70 % (Izni ef al., 2004).

Los aminoécidos que se habian reportado como esenciales para la regulacién o para la
catilisis se encuentran conservados en ambas enzimas, excepto algunos de los aminoicidos
propuestos como participantes en la regulacién por glicina. Por ejemplo, las secuencias
TR A PPTI™ y PFOGEVMYIGYSDSGKDAG ™™, en las que la mumeracién es
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ZmC4PEPC{AhCAPEPC) ¥ los residuos marcados como X/Y, X es de ZmC4PEPC y Y es de
AhCAPEPC. Se ha propuesto que la H177(172) marcada en la primera secuencia es importante
para la catilisis, participando en la formacién del COs y el fosfato a partir del carboxifosfato,
mientras que Ia K606(600) aparentemente participa en la unién de HCO,". Otra secuencia
reportada como importante para la catilisis, especificamente para la unién de HCO; es
SREDEHGRGGTVGRGGGP® ™ donde se reporta que la R647(641) participa en la unién de
este sustrato en ausencia del inhibidor aproximandose al sitio activo y en presencia de este sirve
para su unién. Los aminocidos que se han mencionado como importantes para la unién del
inhibidor en la secuencia de AhCAPEPC corresponden a los residuos R641, K829, R888 y N962,
de los cuales todos estan conservados.
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Figura VIL15. Alimcamicnts de las secoemcias de ZmCAPEPC y ARC4PEPC. En la linea
intermedia entre las dos secuencias alineadas, se indican los aminodcidos conservados y los no
conservados pero con propiedades similares (con ¢l simbolo +). Los aminoécidos que s¢ reportan como
importantes pama Ia catilisis o Ia regulacion alostérica se han sombreado: [J] residuos que participan en
la wnién del compiejo Mg”-PEP, J] residucs para Ia unién de HCO5, X residuos de la boksa
hidrofsbica que une al sustrato, JJ] residuos para la unién del sulfato (sitio propuesto para la unién de

aziicares fosforilados),

X residuos para la unién de glicina, ] residucs para la unidn det inhibidor, il

residuos del sitio de fosforilacién y [J] residuos para la unitn de los dimeros. Los aminodcidos en color
rojo (X) forman parte de un asa superficial en Ia interfase def dfmero que parece ser importante para ka
regulacién general de In enzima y Jos escritos en color azul (X) conforman un asa esencial para la
regulacién por glicina.
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En coanto a los ammnoédcidos que se ha reportado que afectan la regulacion por Gly, los
conservados en ambas enzimas son R226{221), D228(223), C335(330), K927(921) y K940(934).
Hay un aminoécido que sufre un cambio conservador N933(S927) y dos que no estdn
conservados: E932(N926) y G937(D931). Estos tres aminoacidos no conservados,
particularmente los dos ultimos, pueden jugar un papel relevante en la unién del aminoécido al
sitio alostérico y ser punto importarie en la diferencia en regulacién por aminodcidos neutros
entre las plantas monocotiteddneas y dicotileddneas.

Cabe mencionar que cuando se mutan algunos de los aminoécidos R226Q, D22EN,
E229A, R231A, R232Q, 3358, K927Q, E932Q, N933G, G937D y K540Q (Yuan ef al, 2006;
Gonzalez e al, 2007) se producen cambios en la respuesta no sélo a glicina sino también a
Glc6P, PEP, malato ¥ aspartato. Por ejemplo la mutacién D228N afecta la respuesta a glicina y a
Gle6P. Esto pudiera deberse 2 que los sitios alostéricos para los efectores positivos estén muy
cerca como se ha propuesto (Yuan ef af., 2006; Gonzalez ef ai., 2007), lo que explicaria que el
cambio de un aminoacido afecte ambos sitios y por ende la respuesta a Jos efectores que se unen
a elflos. Pero no se puede llegar a una conclusién contundente acerca de cudles aminodcidos
participan en la unién de los amincécidos neutros hasta que se logre obtener una estructura
tridimensional cristalografica con glicina unida a la enzima.

Por lo tanto, a partir de un anlisis comparativo de las secuencias de aminoécidos no es
posible determinar con precisién cuales son los amincécidos que diferencian la respuesta de las
PEPC de plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas a glicina, aunque los aminodcidos que no se
encuentran conservados e inclusive el residuo con un cambio conservador son fuertes candidatos
a ser los determinantes en esta diferencia. Se requerird mutar estos residuos para comprobar si
efectivamente ellos son los responsables de las diferencias.

VIL3.2 i6n de la estructura terciaria

El modelo tridimensional de la estructura de ta ARCAPEPC se, obtuve como se describe
en Materiales y Métodos, tomando como molde 1a estructura cristalogrifica de la ZmC4PEPC
(nGmero de acceso PDB 1}Q0) v la secoencia de aminodcidos de la AhCAPEPC desde el
aminoacido 31 al 964.



Los residuos esenciales para la catalisis en el modedo de la ARCAPEPC (Figura VIL16) se
sobreponen casi en su totatidad con los aminodcides de la ZmC4PEPC. Asi podemos observar
que los residuos esenciales para 1a unidén del metal E566(560) y D603(597); para la unidn del
PEP R456(450), R647(641), R75%753) y R773(767), asi como la histidina catalitica H177(172)
estin sobrepuestos (Figura VII.16 B} En estas figuras se muestran en naranja los aminoécides de
la ZmCAPEPC y en azul claro los de la AhCAPEPC. Como estén encimados se¢ prede apreciar
que las cadenas laterales de los residuos de interés tiemen una mezcla de ambos colores. Lo
mismo se observa en el caso de los residuos que forman la bolsa hidrofébica W288(283),
L564(558) y M598(592) (Figura VIL16 C). Debide a que en la estroctura de la ZmC4PEPC no s¢
observa densidad electronica de los residuos que unen al HCOs', porque forman parte de un asa
mibvil, no se observa la mezcla de colores y al nombrarkos se puso en el niimero comrespondiente
a la numeracién de la ZmC4PEPC con un asterisco para distinguir a bos residuos que no aparecen
en esta estructura. Estos residuos son R762*(757), K763*(758), P764*(759) excepio por
K606(600) que si se logrd resolver en la estructura cristatina de ZmC4PEPC (Figura VIL16 C}.
En el modelo de la ARCAPEPC si aparecen estos residuos y estén en la posicién adecuada para
fungir como la compuerta que evitaria la entrada de agua y de esta forma evita la reaccién de
hidrolisis del PEP.

En los sitios abostéricos et modelo de la AhCAPEPC se puede observar que los residuos
que participan en la regulacién por Gle6P: R183(178), R184(179), D228(223), E22%(224),
1230(225), R231(226), R232(227) y R372(366), siendo este iltimo e que interactita con este sitio
desde &l monémero adyacente, se empalman perfectamente (Figura VII.17 B y C). Mientras que
para el sitio de glicina hay ciertas diferencias. Los residuos de este sitio que se traslapan
completamente en la estructwa cristalografica y el modelo son R226(221), D228(223),
K927(921), VI3%(932), K94(933) y C335(330). Este wiltimo parece tener la misma funcion que
R372(366) det sitio alostérico de GlctP (Figura VII.17 B y E), ya que se encuentran en un sitio
donde estén lejos de los sitios alostéricos propuestos para glicina y Ghe6P en la misma subunidad
pero desde esa posicién pueden interactuar con Jos sitios alostéricos comrespondientes de la
subunidad adyacente. El residuo no conservado G937(D931) podria afectar la unién del efector
en la AWCAPEPC (Figura Y11.17 E), ya que ademés de tener un mayor volumen le confiere carga
negativa al sitio, la cual puede interactnar-con la carga negativa del activador glicina y evitar la
uni6n de éste, cabe mencionar que a mutacién de este residuo en la ZmCAPEPC (G937D)
disminuye significativamente la sensibilidad a glicina (Gonzalez ef al, 2007). En el sitio de
glicina también estin E932*(N926) y N933*(S927) que se muestran en ¢l modelo de fa
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AhC4PEPC y que no aparecen en la estructura cristalogrifica de la ZmC4PEPC. Estos
aminodcidos no conservados pudieran también afectar la union del efector al sitio alostérico.

Figura VIL16. Modelo tridimensional de la AhC4PEPC. A) Mondmero donde se enmarca
la zona donde se encuentra el sitio activo. B} Aminoécidos del sitio activo que participan en la
uni6n del metal, en la unién de PEP y la histidina catalitica. C) Aminoécidos de unién del
HCO;5 y residuos que participan en la formacién de la bolsa hidrofébica.

Los residuos E932*(N926) y N933%(8927) se encueniran en un asa que €5 muy
importante para la regulacién por Gly (Gonzalez ef al., 2007). La asparagina es més corta que €l
glutamato. Por ello el papel que juega el glutamato es formar un puente de hidrdgeno con el
grupo amino del activador Gly, éste no se podré formar al ser més corto e residuo equivalente en
la ANCAPEPC. La N933 en la ZmC4PEPC cuyo residuo equivalente en la AhCAPEPC es 8927
puede tener un efecto similar que el anterior, N933 se ha propuesto que se une al grupo amino de
la Gly formando también un puente de hidrégeno, pero en la ARC4PEPC al ser serina mis costo
se le dificultaria formar tal enlace,

Finalmente, los aminoécidos que unen al inhibidor se encuentran en el modelo totalmente
traslapados con los residuos del templete (Figura VI1.17 D). Dado que es un modelo d que
estamos analizando no esperamos ver cambios sutiles que darian cuentas de las diferencias de

afinidad por el inhibidor de estas dos enzimas.
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Figara VIL17. Modelo tridimeasional de la AhC4PEPC. A) Mondmero donde se enmarcan
los sitios alostéricos que se han propuesto para la ZmC4PEPC. B) Aminodcidos de los sitios de
unién de la Gke6P y la Gly que interactian con los mondmeros adyacentes. C) Sitio de uni6n
de la Glc6P. D) Sitio de union del aspartato. E) Sitio de unién de la glicina.

VIII. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten concluir lo siguiente:
e En condiciones cercanas a las fisiokgicas, 1a forma no fosforilada de 1a AhCAPEPC tiene
mayor afinidad por €l PEP y por los activadores alostéricos y una menor afinidad por
malato que la forma no fosforilada de la ZmC4PEPC. Estas propiedades cinéticas la
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hacen ser més activa que la enzima de maiz en las condiciones que se suponen prevalecen
en la célula de mesofilo durante la noche.

e Gly es un activador muy pobre de la forma no fosforilada de la AWCAPEPC, tanto en
condiciones cercanas a las fisiolégicas, es decir a concentraciones bajas de PEP y
bicarbonato, como en cofrcentraciones alias de estos sustratos.

e La unién de Gk6P y malato tanto a la ARCAPEPC como a la ZmCAPEPC no es
miuamente exchiyente, mientras que la unién de Gly y malate en e caso de la
ZmCAPEPC silo es.

s El ion bicarbonato afecta la activacién de ambas enzimas por Glc6F pero no por Gly.

o Estructuralmentie existen diferencias que podrian justificar las diferencias en [a respuesta a
glicina de ambas enzimas.

Y en forma general podemos concluir que parte de Ja hipdtesis de este trabajo es
cierta, dado que la respuesta de la ARCAPEPC a los aminoécidos neutros es muy pobre
comparada con [a de la ZmCAPEPC, muy probablemente por las diferencias estructurales
entre ambas enzimas y no por las condiciones en que se realizan los ensayos. La mayor
afinidad de la ARCAPEPC por ¢l sustrato y los anicares fosforilados y su baja afinidad por
el inhibidor en comparacifn con la ZmC4PEPC, pudiera hacer innecesaria la activacién
por los aminoécidos netros de la ARCAPEPC.

IX. PERSPECTIVAS

Quedan muches estudios por hacer para entender mejor las propiedades alostéricas de las
C4-PEPC. Entre ellos mencionaré Jos siguientes:

1. Repetir Yos estudios de velocidad inicial descritos en este trabajo de la AhyC4PEPC
usando ahora enzima fosforilada y condiciones cercanas a las que prevalecen durante el
dia.

2. Investigar mas a fondo los mecanismos de activacién por los efectores alostéricos en
ambas enzimas por medio de estudios de velocidad inicial y de wnién al equilibeio.

3. Obtener en Escherichia coli ambas enzimas recombinantes con colas de histidina, lo que
nos aseguraria que no estuvieran fosforiladas ni proieolizadas eliminando la
incertidumbre que existe a estos respectos cuando la enzima se obtiene directamente de
las plantas.

70



. Estudiar en ambas enzimas los efectos sinérgicos de Glc6P y Gly en diferentes
condiciones de ensayo y con enzimas no fosforitada y fosforiladas de manera que se
simulen las condiciones de la noche y del dia

. Estudiar a mayor profundidad los efectos del HCOy™ sobre la respuesta de las enzimas al
activador Glc6P y at inhibidor malato.

. Obtener la estructura tridimensional de la proteina con alguno o ambos efectores
alostéricos positivos (Gic6P y Gly) para poder definir con claridad los sitios de unidn.

. Apoyidndonos en la estructura cristalogrifica se pueden realizar mds estudios de
muotagénesis para determinar la foncién de residuos que parezcan importantes para la
regulaciin y la catélisis.
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