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RESUMEN

La cepa silvestre de E. coli presenta dos isoenzimas
de fosfofructoquinasa. Pfk-1 es 1la isoenzima principal y
Pfk-2 la minoritaria. Cepas con la mutacién pfkB1 presen-
tan niveles aumentados de Pfk-2, y cepas con la mutacidn
cercana pfkB10 presentan una enzima alterada estructural-
mente, Pfk-=2%,

Cepas que no contienen Pfk-1 pero con altos niveles
de Pfk-2 crecen bien en glucosa y en sustratos gluconeogé-
nicos, mientras que cepas isogénicas con altos niveles de
Pfk-2* crecen bien en glucosa pero muy lentamente en
compuestos gluconeogénicos.

Pfk-2 y Pfk-2* difieren en su estabilidad a temperatu-
ras bajas, en su mecanismo cinético, susceptibilidad a la
inhibicién por fructosa-1,6-P, y MgATP_Z, y en el efecto
de ligandos en el estado de agregacidn.

En esta Tesis se continGa la caracterizacidn estruc-
tural de las enzimas por medio del estudio de la modifica-
cién quimica de grupos-SH y la importancia de éstos en 1la
actividad de Pfk-2 y Pfk-2%*,

Se observé una mayor reactividad de Pfk-2*, comparada
con Pfk-2, hacia DTNB y NEM., En ambos casos Pfk-2 y
Pfk-2* presentan dos fases de inactivacién con cinética
de pseudoprimer orden, una répida y otra lenta. El proceso

de inactivacidén es dependiente de 1la concentracidon del

xii
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reactivo modificador y ocurre sin la formacidn previa de
un complejo enzima-reactivo. El1 valor de la constante de
segundo orden para la primera fase de inactivacidn de
Pfk-2* a 0°C es 25 veces superior al de Pfk-2. Estos
resultados sugieren, entre otras posibilidades, que gru-
pos-SH importantes para la actividad de las enzimas que
reaccionan con los reactivos modificadores son mads reacti-
vos en Pfk-2* que en Pfk-2, estdn mas accesibles, o ambos
a la vez.

MgA‘l’P-2 actué como protector frente a la inactivaciodn
de Pfk-2 por DTNB y NEM, mientras que el efecto protector
del fructosa-6-P fue parcial. Al aumentar la concentracion
de fructosa-6-P en presencia de I'\l!gATP_2 disminuyd el efec-
to protector de este Ultimo. Estos resultados se relacio-
nan con los obtenidos mediante estudios cinéticos y fisico-
gquimicos en los cuales fructosa-6-P, por una parte, dismi-
nuye la inhibicidén que produce MgATP‘2 y, por otra, revier-
te la tetramerizacidén producida por el nucledtido. La
unién del fructosa-6-P junto con ATP™% no protege a la
inactivacion. Estos experimentos sugieren que los
grupos SH no estan ubicados en el sitio activo y que la
proteccidén por MgATP_Z esta relacionada con la unidn del
nucledtido a un sitio alostérico regulatorio para el mismo.

En el casc de Pfk-2%*, MgATF’_2 no actudé como protector
de 1la inactivacién y el efecto del fructosa-6-P fue tam-

bién parcial. Sin embargo, al aumentar la concentracion

%1313




de MgATP~2 en presencia de fructosa-6-P 1la proteccién
aumentd notablemente. En forma diferente a 1lo observado
para Pfk-2, la reaccion de los grupos-SH de Pfk-2%* provocd
la inactivacidén total de la enzima. Estos resultados sugie-
ren que la proteccidén observada por fructosa-6-P y MgATP-2
en conjunto, se debe a la unidn de éstos al sitio activo.
Esto enmascararia a los grupos-SH ubicados en este sitio
o provocaria un cambio conformacional que impediria 1la
reaccion de 1los grupos SH importantes para la actividad

ubicados en un sitio distinto del activo.
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ABSTRACT

The wild type strain of E. coli contains two phospho-
fructokinase isozymes. Pfk-1 is the main isozyme and Pfk-2
the minor one. Strains with the pfkB1 mutation present
increased 1levels of Pfk-2 while strains with a closely
linked mutation contain a structurally altered enzyme,
Pfk-2*, Strains lacking Pfk-1 that contain high levels of
Pfk—-2 grow well on sugars and gluconeogenic compounds,
while isogenic strains with high 1levels of Pfk-2* grow
well on sugars, but very slowly under gluconeogenic
conditions.

Pfk-2 and Pfk-2* differ in their stability at Ilow
temperatures, kinetic reaction mechanism, inhibitability
by fructose-1,6-P, and MgATP_z, and effect of ligands on
their aggregation states. In this Thesis advances will be
made in the structural characterization of the enzymes by
chemical modification of SH-groups important for the
activity of Pfk-2 and Pfk-2%*,

Pfk-2* reacted more readily towards DTNB and NEM
compared with Pfk-2. In both cases, Pfk-2 and Pfk-2%
showed two inactivation phases with pseudofirst order
kinetics, a fast and a slow one. The inactivation process
was dependent on the concentration of the reagent and
proceeds without the previous formation of an enzyme-

reagent complex. The second order rate constant for the

XV




" fast inactivation phase of Pfk-2* at 0°C is 25-fold higher
than the one for Pfk-2. These results suggest, between
other possibilities, that SH-groups important for the
activity of the enzymes that react with the reagent are
more reactive in Pfk-2* +than Pfk-2, and/or are more
accesible.

MgATPZh protected Pfk-2 against inactivation by DTNB
and NEM, while the effect of fructose-6-P was only
partial. The protective effect of the nucleotide
diminished upon increasing the fructose-6-F concentration
in the presence of MgATPz_. These results are related
with the those obtained by kinetic and sedimentation
studies in which, on the one hand, fructose-6-P diminishes
the inhibitability of Pfk-2 by MgATPz_, and on the other,
reverts the tetramerization produced by the nucleotide.
The binding of fructose-6-P together with ATP4_ did not
show protection against inactivation. These results, taken
together, suggest that the SH groups are not located at
the active site and that the MgATPz- protection is related
to the binding of the nucleotide to an allosteric

regulatory site.

In the case of Pfk-2% MgATPz_ did not protect the
enzyme against inactivation, and the effect of
fructose-6-P was only partial, Nevertheless, the

protective effect increased considerably upon increasing
the MgATPz— in the presence of fructose-6-P. Contrary to

the results obtained with PTfk-2, +the reaction of the

xvi




SH-groups in Pfk-2* resulted in a complete inactivation
of the enzyme. These results suggest that the effect
observed in the presence of fructose-6-P and MgATPZ— is
due to the binding of these compounds to the active site
of the enzyme. This could mask the SH-groups located at
this site or would provoke a conformational change that
does not allow the reaction of the SH groups important
for the activity located at a site other than the active

site.
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INTRODUCCION

Estructura y funcidn de enzimas

La actividad bioldgica de una enzima esta asociada
con una estructura tridimensional especifica de la molécu-
la. Sin embargo, s0lo una pequefia fraccidén de los aminoaci-
dos constituyentes participa como elementos activos de la
actividad bioldgica; 1la mayoria de ellos son elementos
estabilizadores. Por otra parte, se sabe que muchas enzi-
mas estan compuestas por mas de una cadena polipeptidica,
pero no se conocen bien las ventajas de esta asociacidn.
Aun cuando se han estudiado las propiedades de una gran
variedad de enzimas de diversas fuentes, aln no estan
claras las relaciones entre su estructura y la funcién
que desempefian en la célula. En el caso de las enzimas
reguladoras, estas relaciones son mas dificiles de estable-
cer por la comple jidad estructural de ellas.

Un grupo de enzimas que ha sido muy estudiado es el
que participa en la secuencia de reacciones que convierten
a la glucosa en piruvato y en especial aquellas considera-
das claves en la regulacidén de esta via metabdlica, como
la fosfofructoquinasa (ATP: D-fructosa-6-fosfato 1 fosfo-
transferasa, EC 2.7.1.11). Esta enzima cataliza la transfe-
rencia del fosfato terminal del ATP al hidroxilo del C-1

de 1la fructosa-6-P para formar fructosa-1,6-P segin la

2!

siguiente reaccidn:




+2

F-6-P + ATP M . FDP 4+ ADP

0]
POH2C CH,OH 0

POH,C CH,OP
HO
OH HO/OH
OH OH
D-Fructosa 6-fosfato D-Fructosa 1,6-difosfato

La enzima ha sido aislada y purificada de diversas
fuentes y se ha demostrado que una variedad de ligandos
puede afectar su actividad (Bloxham y Lardy, 1973; Uyeda,
1979; Kemp y Foe, 1983). Los 1ligandos incluyen sustratos,
productos, cationes divalentes, AMP, cAMP y otros metaboli-
tos intermediarios tales como citrato y 3-P-glicerato. EnN
general se ha visto que 1las principales caracteristicas
en la regulacién de la mayoria de las fosfofructoquinasas
son: _inhibicidén por altas concentraciones de ATP e inhibi-
cién por citrato. La inhibicidn producida por ATP disminu-

ye en presencia de Pi, AMP, cAMP, fructosa-1,6-P, y fructo-

2
sa-6-P. Ademads, presentan una funcidn de saturacidn sigmoi-
dal con respecto a fructosa-6-P. En 1los Gltimos afios se
ha descrito al fructosa—2,6-P2 comoc un activador muy poten-
te de 1la fosfofructogquinasa; revierte 1la inhibicidén por
ATP a concentraciones muy bajas y aumenta la afinidad de
la enzima por fructosa-6-P (Hers y Van Schaftingen, 1982;

Uyeda y col., 1981).

Otro modo de regulacidén de la actividad de la fosfo-




fructoquinasa es por medio de reacciones que cambian el
estado de agregacién de la enzima debido a 1la accidén de
sustratos y efectores (Mansour, 1972; Hesterberg y Lee,
1982; Luther 'y <c¢ol., 1983; Gottschalk y <col., 1883;
Reinhart, 1983; Mayr, 1984a; Guixé, 1985; Luther y col.,
1985). Las enzimas de mUsculo y de levadura tienen estruc-
turas oligoméricas complejas con subunidades de MP de
85.000 y 100.000 respectivamente. En contraste, las enzi-
mas de bacterias son mas pequefias y tienen propiedades
mas simples de control (Sols y col., 1981; Baumann y
wright, 1968; Babul, 1978; Evans y Hudson, 1979; Guixé y
Babul, 1985a, 1985b; Kotlarz y Buc, 1981).

Debido a la comple jidad estructural de la fosfofructo-
quinasa, el conocimientc de las relaciones entre su estruc-
tura y funcion es aln muy incompleto. Varios son 1los
estudios que han contribuide a tener una mejor comprensidn
del problema. Entre éstos se destacan los de cinética
enzimatica, de fisicoquimica de macromoléculas en soclu-
cion, de difraccidén de rayos X y 1los de modificaciédn
quimica de cadenas laterales de aminoacidos. Debido a la
comple jidad estructural mencionada, se hace necesario sim-
plificar el sistema estudiando un aspecto a la vez, como
por ejiemplo comparando dos sistemas casi idénticos. Al
respecto, la obtencidén de proteinas mutadas de bacterias,

donde se ha producido uno © unos pocos cambios de aminocaci-

dos que afectan 1la funcidén de 1la proteina, ha resultado



de gran wutilidad (Fraenkel y Vinopal, 1973; Fraenkel,
1981; Fraenkel, 1986; Babul, 1978; Daldal y col., 1982;
Campos y col., 1984; Guixé y Babul, 1985a, 1985b; Sedivy

y col., 1986).

Fosfofructoquinasas de Escherichia coli

Escherichia coli presenta dos isoenzimas de fosfofruc-

toquinasa (Fraenkel y <col., 1973): Pkf-1 es 1la enzima
mayoritaria y representa alrededor del 90% de la actividad
fosfofructoguindsica y ha sido ampliamente estudiada
(Blangy y col., 1968; Kotlarz y Buc, 1877; Babul y col.,
1977; Babul, 1978). Presenta cinética sigmoidal con respec-
to a fructosa-6-P, inhibicién por fosfoenolpiruvato y acti-
vacidén por ADP. Es un tetramero de subunidades de M
34.000 (Thornburgh y <col., 1978; Kotlarz y Buc, 1977;
Babul, 1978) y esta especificada por el gen pfkA (Thomson,
1977).

Pfk-2 es 1la isoenzima minoritaria y representa el
10% de 1la actividad total en la cepa silvestre. Es un
dimero de subunidades de Mr 36.000 (Babul, 1978; Guixé,
1985; Guixé y Babul, manuscrito en preparacién), presenta
cinética de saturacidon hiperbdlica con respecto a fructo-
sa-6-P, no es inhibida por fosfoenolpiruvato pero, a dife-

rencia de Pfk-1, es inhibida por fructosa-1,6-P (Babul,

2

1978). Recientemente se ha demostrado que posee algunas

propiedades reguladoras in vitro (Kotlarz y Buc, 1981;




Daldal y col.,1982; Guixé y Babul, 1985a). Pfk-2 esta
especificada por el gen pfkB (Daldal y Fraenkel, 1981;
Daldal, 1983, 1884},

Cepas con la mutacidn pfkB1 presentan niveles aumenta-
dos de Pfk-2, alrededor de 30 veces con respecto a 1la
cepa silvestre (Babul, 1978); cepas con una mutacidén cerca-
na, pfkB10, presentan una Pfk-2 de menor estabilidad llama-
da Pfk-2* (Daldal y col., 1982) y cepas con ambas mutacio-

nes, pfkB1 pfkB10, presentan altos niveles de Pfk-2%*¥ (Ta-

bla 1).

i.a funcidn de PFk-2 en la cepa silvestre no se
conoce bien. Cepas carentes de Pfk-1 pero con altos nive-
les de Pfk-2 (mutaciodn pfkB1) crecen bien en glucosa y en
sustratos gluconeogénicos (Robinson y Fraenkel, 1978;
Daldal y c¢ol., 1982). Sin embargo, cepas isogénicas que
contienen altos niveles de PFk-2% (doble mutacidn pfkB1
pfkB10) crecen bien en glucosa pero lentamente en sustra-
tos gluconeogénicos como glicerol (Daldal y col., 1982)
(Tabla 1).

Se ha intentado explicar esta diferencia en crecimien-

to por medio del estudio in vitro de las caracteristicas

cinéticas de Pfk-2 y Pfk-2% purificadas {(Daldal y col.,
1082; Campos y col., 1984; Guixé y Babul 1985a; Guixé y
Babul, 1985b; Guixé, 1985). Ambas enzimas poseen un meca-
nisme en secuencia ordenada con un orden diferente de

entrada de los sustratos y salida de los producteos (Campos

e




Tabla 1

FOSFOFRUCTOQUINASAS DE LA CEPA SILVESTRE

Y DE MUTANTES DE Escherichia coli.

Crecimiento en glucosa y en glicerol.

CEPAS ENZIMAS TIEMPOS DE DUPLICACION>
(genotipo relevante) GLUCOSA  GLICEROL
min
pfkA* pfkB*, silvestre  90% Pfk-1 + 10% Pfk-2 58 80
pfkA~ pfkB” Pfk-2, niveles bajos 250 110
pfkA~ pfkBl Pfk-2, niveles altos 80 95
pfkA~ pfkBl pfkB10 Pfk-2*%, niveles altos 60 350

®Datos tomados de Daldal y col. (1982).




y col., 1984),

los sitios

siguientes:

Pfk-2:

Pfk-2*%:

activos

lo que

F6P

indica diferencias estructurales en

de las enzimas.

ATP
+

Los esquemas son

ADP
+

los

FDP
+

E-F6P

F6P
¥

(E-F6P-ATP)

FDP
+

E-FDP E

ADP

E-ATP

(E-ATP-F6P)

E-ADP

E

Ambas
hacia MgATP
mayoria de

inhibida

enzimas

presentan

un

comportamiento

diferente

por

-2

las

(Guixé y Babul,

MgATP

1985a), un

fosfofructogquinasas estudiadas.

-

a bajas concentraciones

de

Pfk-2

inhibidor de 1la

es

fructo-

sa-6-P

(0,1 mM),

mientras que Pfk-2%,

en condiciones simi-

no e€s

inhibida.

A altas concentraciones de fructo-

lares,
sa-6-FP

MgATP"2

competitivo

Pfk-2%,

(1

Sin embargo,

Es

mM)

co

tos

n

ninguna

de

aTp™4

respecto

resultados

las

se comporta como un
a MgATP™

sugieren

enzimas

2

que

es

tanto de

la

inhibida

inhibiciédn

por

inhibidor

Pfk-2 como

de

Pfk-2 por MQATP_2

se produce por la unidén de este compues-

to a wun sitio alostérico, el que estaria alterado en
Pfk-2%,

Es interesante destacar que el cambio estructural
generado por la mutacién pfkB10 no altera la actividad

catalitica de PFk-2.

Ambas enzimas,

Pfk-2 y Pfk-2%,

presen-
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tan constantes cinéticas similares para ATP y fructosa-6-P
(Campos y col., 1984).

Se ha observado que el mecanismo de accion de algunos
ligandos que afectan la actividad de algunas fosfofructo-
quinasas es por medio de cambios en el estado de agrega-
cién de las enzimas (Hammes, 1982; Bloxham y Lardy, 1973;
Kotlarz y Buc, 1981; Uyeda, 1979; Guixé y Babul, 1985b;
Guixé, 1985). Experimentos de ultracentrifugacidén zonal
en gradientes de sacarosa de Pfk-2 muestran que la enzima
puede estar presente como tetrdmero o dimero dependiendo
de las concentraciones relativas de MgATP_z, aTp™4 y fruc-
tosa-6-P (Guixé, 1985; Guixé y Babul, 1985b; Guixé y
Babul, manuscrito en preparacion). En condiciones bajo
las cuales Pfk-2 es inhibida (concentraciones bajas de
fructosa-6-P y altas de MgATP‘2) la enzima se presenta
como un tetramero. A medida que se aumenta la concentra-
cién de fructosa-6-P el efecto inhibidor de MgATF’“2 desapa-
rece y la enzima es convertida a un dimero. Por otra
parte, Pfk-2%* se comporta como un dimero en estas condicio-
nes. Estos resultados sugieren una relacidén entre el esta-
do de agregacién de la enzima y el sitio alostérico para
MgATP-Z presente en Pfk-2 pero aparentemente alterado en
Pfk-2%,

En nuestro laboratorio se ha continuado 1la carac-
terizacién estructural y cinética de Pfk-2 y Pfk-2%*. Por
una parte, se estan comparando las estructuras primarias

de ambas enzimas para determinar 1la magnitud del cambio




estructural provocado en Pfk-2 por 1la mutacién pfkB10
(Retamal, 1987) y se estd estudiando el efecto del pH en
la actividad de las enzimas para obtener informacidén acer-
ca de 1los aminodcidos que forman parte del sitio activo

de las enzimas (Guzman, 1987).
Modificacidn quimica

Los estudios de modificacidén quimica, tanto en fosfo-
fructoquinasa come en otras enzimas, constituyen una herra-
mienta valiosa para 1la determinacidén de 1las relaciones
estructura-funcién a través de la identificacién y locali-
zacién de los residuos de aminoacidos de los sitios acti-
voe y reguladores de ellas. La metédica de modificacidn
guimica ha permitido ademas estudiar 1la magnitud de 1los
cambios conformacionales de enzimas, inducidos por interac-
cidén con sustratos y otros 1ligandos. Muchas caracteristi-
cas de los sitios cataliticos y alostéricos de la fosfo-
fructoquinasa han sido dilucidados por modificacién quimi-
ca de grupos especificos y mediante marcadores de afinidad
(Mansour, 1972; Bloxham y Lardy, 1973; Uyeda, 1979; Shaw,
1970; Sigman y Mooser, 1975; Ogilvie, 1983). La modifica-
cién de residuos especificos de aminodcidos también ha
permitido realizar estudios relacionados con cambios en
el estado de agregacion de las enzimas (Frieden y col.,
1976; Sharma, 1982; Satre y col., 1982; Kemp y Foe, 1983).

Desde que Engelhardt y Sakov indicaron en 1843 la

posibilidad que 1los grupos sulfhidrilo fueran importantes
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para la estabilidad y actividad o6ptima de la fosfofructo-
guinasa, mediante experimentos de inhibicidén de la activi-
dad por agentes oxidantes, numerosos investigadores han
realizado estudios de modificacién de estos grupos de 1la
enzima aislada de diferentes fuentes (Kemp y Forest, 1968;
Mansour, 1972; Bloxham y tardy, 1973; Uyeda, 1879; Mathias
y Kemp, 1972). En la mayoria de los casos estudiados se
encontrd una relacién directa entre 1la modificacidn de
grupos-SH y la inactivacién de las enzimas, indicando
esto que los grupos tioles juegan un papel importante en
la actividad enzimatica. Asi, es frecuente el wuso de
agentes reductores para mantener la actividad de las dife-
rentes fosfofructoquinasas purificadas.

Por otra parte, el efecto de sustratos y productos
sobre 1a inactivacién de muchas enzimas por agentes modifi-
cadores de grupos-SH ha permitido establecer relaciones
entre su estructura y funcidén (Younathan y col., 1968;
Mathias y Kemp, 1972; Redkar y Kenkare, 1975; Soper y
col., 1979; Tijane y c¢ol,, 1980; Sharma, 1982; Satre y
col., 1982; Foe y col., 1983; Reyes y col., 1985).

Entre 1los reactivos modificadores de grupos 8SH, los
mas utilizados han sido N-etilmaleimida (NEM) y el Aacido
5,5'-ditiobisnitrobenzoico (DTNB). El primero es un reacti-
vo con un doble enlace activade que sufre 1la adicidn
nucleofilica de un grupo sulfhidrilo de la proteina forman-

do un tio-éter estable (Riordan y Vallee, 1967).
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Un rasgo importante de este reactivp es que forma un
derivado alquilade que resiste la hidrdlisis 4cida. Su
espectro de absorcién tiene un maximo a 305 nm que desapa-
rece cuando el agente se combina estequiométricamente con
un tiol. Asi, es posible determinar espectrofotométricamen-
tg el nimero de grupos reaccionantes.

La reaccidén de un tiol con DTNB es la siguiente:

CO,H
s - Qs_@
HO.C
DTNB
I
CO,H
—CH—5— NQ,
+
- NO,

CO,H
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El1 anidén p-nitrotiofenolato es fuertemente coloreado por
lo que puede wutilizarse para medir la concentracidén de
los grupos sulfhidrilos en proteinas a 412 nm (Ellman,
18590). Una reaccidén incompleta de los grupos SH para
formar puentes disGlfuros mixtos permite que ocurran reac-
ciones intramoleculares que llevan a la formacidén de enla-
ces distlfuros (Glazer y col., 1975)

Con 1los antecedentes existentes sobre estudios de
modificacién quimica de fosfofructoquinasas de numerosas
fuentes nos parecidé importante realizar estos estudios
con Pfk-2 y Pfk-2* para ampliar el conocimiento de las
relaciones que existen entre su estructura y funcidn y
determinar el efecto de la mutacidon pfkB10 en la reactivi-
dad de los grupos SH de Pfk-2. El objetivo de esta tesis
fue determinar el papel de 1los residuos de cisteina en la
funcidén catalitica de Pfk-2 y Pfk-2*, el nimero de ellos
relacionados con la actividad de las enzimas, el mecanismo
de inactivacidén por DTNB y el efecto de los sustratos y
productos en la cinética de inactivacién por 1los agentes
modificadores.

Se observé una mayor y mas rapida inactivacidén de
Pfk-2% comparada con Pfk-2 al reaccionar con DTNB y NEM.
Ambas enzimas presentaron al menos dos tipos de grupos SH
responsables de la inactivacidén; uno de reactividad rapida
y el otro lenta. El1 efecto de los sustratos en la inactiva-

cidén de 1las enzimas sugiere que los grupos SH reactivos
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comprometidos con 1la actividad estdn ubicados en sitios

diferentes en cada enzima.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos
Los reactivos siguientes se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo., E.E. U.U.): ditiotreitol,

Tris, NADH, ATP, ADP, fructosa-1,6-P glicerol, piruvato-

59
guinasa (de musculo de conejo), deshidrogenasa lactica
(de maGsculo de conejo), fosfoenolpiruvato, DTNB, gli-
cil-glicina, 2-mercaptoetancl, NEM y el azul de Cibacron
Agarose (Reactive Blue 2-Agarose, type 3000). KC1, EDTA y
MgCl2 fueron obtenidos de Merck AG (Darmstadt, Alemania
Federal). Aldolasa (de mUsculo de conejo), X-glicerofosfa-
todeshidrogenasa (de masculo de conejo) y fructosa-6-P,
fueron obtenidos de Boehringer Mannheim, GmbH, Alemania
Federal. Sephadex G-25 de Pharmacia Fine Chemicals
(Uppsala-Suecial). La hidroxilapatita, Bio-gel HTP, se obtu-
vo de BioRad (Richmond, CA. E.E. U.U.); la celulosa CF1
de Whatman Biochemicals (E.E. U.U.); Coomassie Brilliant
Blue G-250 Serva, fue adquirido a través de Accurate

Chemical & Scientific Corp. {Hicksville, NY. E.E. U.U.}.

Obtencidén y purificacidn de las enzimas
Se utilizaron 2 cepas isogénicas de E. coli: DF903
para la obtencidén de Pfk-2 y DF905 para la de Pfk-2%

(Daldal y Fraenkel, 1981; Daldal y col., 1982}. Ambas
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cepas poseen una delecidén completa del gen estructural de
Pfk-1 (pfkA}; DF903 contiene la mutacidon pfkB1 y DFO05 1la

doble mutacion pfkBt1 pfkB10. En algunos experimentos se

utilizé Pfk-2 proveniente de una cepa con el gen pfkB
clonado (DF1020/pFD110, D. Fraenkel, no publicado).

Pfk-2 y Pfk-2% se purificaron segdn el procedimiento
descrito por Babul (1978) y Daldal y col. (1882), utilizan-
do una etapa de calentamiento a 65° durante 5 minutos en
presencia de fructosa-6-P 2 mM y DTT 2 mM en vez de la
cromatografia en AMP-Agarose, seguida de una recromatogra-
fia en este Gltimo material (Retamal, 1987). Las enzimas
obtenidas presentaban una banda de proteinas después de
electroforesis en geles en ausencia (Davis, 1964} y en
presencia de dodecilsulfato de sodic (Laemmli, 1970)}. Las
actividades especificas fueron 160 U/mg para Pfk-2 y 150
U/mg para Pfk-2%,

lLa concentracién de proteinas se determind por el

método de Bradford (1976).

Estabilidad y mantencidén de las enzimas

Las soluciones de Pfk-2 y Pfk-2%, provenientes de la
recromatografia en azul de Cibacron Agarose se concentra-
ban por ultrafiltracién en membranas Amicon PM10 y se

mantenian a -20°C en amortiguador Tris-HCl1 20 mM, MgCl, 5

2
mM, EDTA 1 mM, DTT 5 mM y glicerol 50%, pH 7,6. En el

caso de Pfk-2* contenia ademas etanol al 5%. En estas
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condiciones Pfk-2 y Pfk-2* mantenian su actividad por

varios meses.

Determinacion de la actividad enzimatica
La actividad de las enzimas se determiné a 30°C en
un espectrofotdédmetro Gilford 2400, utilizando los siguien-

tes ensayos.

a) Medicién de fructosa-1,6-P,

para medir la formacidén de fructosa-1,6-P, se acopla-
ba 1la formacidén de éste a la oxidacién del NADH en
presencia de aldolasa, triosafosfato isomerasa (TPI) y
o-glicerofosfato deshidrogenasa (GDH) (Racker, 1047). Las

reacciones son las siguientes:

pfk
ATP + fructosa-6-FP — ADP + fructosa-1,6—P2
aldolasa
fructosa—1,6—P2 —_— gliceraldehido-3-P
+ dihidroxiacetona-P
TPI
gliceraldehido-3-P — dihidroxiacetona-P
GPH
2 dihidroxiacetona-P + 2 NADH — 2 glicerol-3-P

+ 2 NAD

La oxidacién del NADH se seguia espectrofotométrica-
mente a 340 nm. La mezcla de reaccién, en un volumen

final de 0,5 ml, contenia: Tris-HC1 100 mM, MgCl_, 10 mM,

2
NH4CI 2 mM, NADH 0,2 mM, 40 Fg de aldolasa, 3 Pg de
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triosafosfato isomerasa y 30 pg de X-glicerofosfato deshi-
drogenasa a pH 8,2 (Babul, 1978). La reaccidn se iniciaba

al agregar la preparacidn enzimatica.

b) Medicidn de ADP

En 1los experimentos de modificacidn quimica donde se
estudido el efecto del fructosa-1,6—P2 sobre la inactiva-
cién de las enzimas, se utilizé una medicidén en la que se
acoplaba la formacién de ADP a la oxidacién del NADH en
presencia de piruvato-quinasa (PK) y deshidrogenasa lacti-
ca (LDH)(Kornberg y Pricer, 1951). Las reacciones son las

siguientes:

PTk
ATP + fructosa-6-F —_— ADP + fructosa—1,6—P2

PK
ADP + fosfoenolpiruvato —_— ATP + piruvato

LDH
piruvato + NADH —_— NAD + lactato

Al igual que en el método anterior la actividad
fosfofructoquindsica se media espectrofotométricamente a
340 nm y 30°C. La mezcla de reaccidn, en un volumen final
de 0,5 ml, contenia: Tris-HCl 100 mM, pH 8,2, fosfoenolpi-
ruvato 0,2 mM, MgCl2 10 mM, KCI 10 mM, NH4CI 2 mM, NADH
0,2 M9 de piruvato—quinasa y 10 ug de deshidrogenasa
idctica. La reaccidén se iniciaba con el agregado de 1la

enzima.
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Remocidn del ditiotreitol de las preparaciones enzimaticas
Para eliminar el DTT presente en las preparaciones
de Pfk-2 y Pfk-2*, se usaba una columna de Sephadex G-25
de 3 ml equilibrada con wuna solucidon de amortiguador
Tris-HC1 20 mM pH 7,6 que contenia EDTA 1 mM, glicerol
10%, MgCl2 5 mM. Se utilizaba un volumen de 40-120 ul de
fosfofructoquinasa y se recogian fracciones de 0,8 ml. En
los experimentos donde se estudiaba el efecto de ligandos
sobre 1la inactivacidén de las enzimas por agentes modifica-

dores de grupos SH, la columna se equilibraba con la

concentracién apropiada de cada uno.

Modificacion quimica de Pfk-2 y Pfk-2%

La modificacidén quimica de Pfk-2 y Pfk-2* se realizé
utilizando preferentemente DTNB como reactivo modificador
y en algunos casos NEM, como se indica en resultados. El
DTNB se disclvia en amortiguador glicil-glicina 20 mM pH
8,0, a una concentracién de 2 mM. E1 NEM se preparaba en
H,0 desionizada a una concentracidon de 2 mM. Ambas solucio-
nes se preparaban frescas antes de cada experimento. Las
reacciones de modificacién se realizaban generalmente a
25°C en bafio termoregulado. La mezcla de reaccidn conte-
nia: Tris-HC1 20 mM pH 7,6, EDTA 1 mM, glicerol 10%,
MgCl, 5 mM (excepto en los estudios del efecto de ATP~4),
entre 0,1 y 0,2 unidades de enzima y DTNB o NEM a las

concentraciones indicadas. El control consistia en una
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muestra de Pfk-2 o Pfk-2* tratada igual a la del experimen-
to de modificacidén pero se 1le agregaba el mismo volumen
de amortiguador en reemplazo del reactivo modificador. En
los experimentos en que se€ realizaba 1la modificacidén en
presencia de ligandos, la enzima se preincubaba durante 3
minutos a 1la temperatura respectiva y 1luego se iniciaba
la reaccién agregando DTNB o NEM. Se extraian alicuotas
de 10 ul a diferentes tiempos deteniéndose 1la reaccion
por dilucién en 1la mezcla de reaccidn para la determina-
cién de actividad y se determinaba la actividad residual
segin los métodos descritos. Las curvas de progreso para
ambas enzimas eran lineales al menos por 20 minutos, 1lo
que indica que una dilucién de 50 veces del medio de
reaccidén detenia la accion del agente modificador. En los
experimentos controles sin DTNB la pérdida de actividad
fue menor que 3% en el caso de Pfk-2 y aproximadamante
10% en el caso de Pfk-2*, durante el tiempo que duraban

los experimentos (generalmente 30 min).
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RESULTADOS

Estabilidad de Pfk-2 y Pfk-2* en ausencia de DTT.

La Figura 1 muestra el efecto de remover el DTT de
las soluciones de Pfk-2 y Pfk-2* sobre la estabilidad de
las mismas a 25°C. Se observd una pérdida mas rapida de
la actividad de Pfk-2* que de Pfk-2; después de 3 h la
inactivacién de Pfk-2* fue total. En presencia de DTT no
se observd pérdida de la actividad de ambas enzimas en el

mismo tiempo de incubacidn.

Inactivacidén de Pfk-2 y Pfk-2* por DTNB a 25°C.

Se modificé cada una de las enzimas con DTNB 40 uM a
25°C luego de la remocién del DTT (Figura 2). Ambas
enzimas presentaron una cinética de pseudoprimer orden no
lineal, lo que sugiere la presencia de mis de un tipo de
grupo SH relacionado con la actividad de cada enzima. Se
observéd una mayor velocidad de inactivacién en el caso de
Pfk—2*., Debido a 1la alta reactividad de Pfk-2* comparada
con Pfk-2, fue necesario realizar experimentos de 1inac-
tivacidén a diferentes concentraciones de DTNB para cada
enzima para determinar las constantes de inactivacidn (ver

mas adelante).

Reversién de la modificacidon por DTT.

Ambas fosfofructoquinasas inactivadas recobraron la
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Figura 1. Estabilidad de Pfk-2 y Pfk-2%* a 25°C en ausencia
de DTT. E1 DTT se removidé de 1las soluciones de las
enzimas por medioc de filtracidén en geles como se describe
en Materiales y Métodos. La actividad se mididé por 1la
formacidén de fructosa-6-P.
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Figura 2. Inactivacidon de Pfk-2 y Pfk-2%¥ por DTNB a 25°C.
La reaccidn de inactivacion se efectué a 25°C incubando
0,2 ml de cada enzima (200 mU} con DTNB 40 uM. A 1los
tiempos indicados se tomaron alicuotas de 0,01 ml para la
medicién de actividad. Controles sin DINB: (A ) Pfk-2,

(O) Pfk-2*.
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mayor parte de su actividad al ser incubadas con DTT 20
mM (Figura 3). La enzima modificada puede ser reactivada
por el DTT a varios tiempos después de iniciada la reac-
cidén de inactivacién. E)1 DTT desplaza al TNB y puede
reducir los puentes disGlfuros, como los que se forman al

modificar una enzima con DTNB.

Cdlculo de las constantes de inactivacién.

La Figura 4 muestra una grafica semilogaritmica para
la inactivacidén de Pfk-2 por DTNB. Se observan dos fases
de inactivacidn; una rapida y una lenta. Los valores de
la constante para la fase lenta (kiz) se calcularon de la
pendiente de 1la curva 2, mientras que los valores de la
c%nstante de inactivacidén de la fase rapida (ki1) se calcu-
laron de 1la pendiente de 1l1a curva 3. Esta dltima se
obtiene al restar los valores de la curva 2 (extrapolacidn
de 1a recta obtenida con los puntos experimentales de 1a
fase lenta, linea punteada) a los de la actividad remanen-—
te en funcidén del tiempo (curva 1). Se procedid de igual
manera en todos los experimentos de determinacidén de las
constantes de velocidad que se muestran mas adelante.

Cada una de la fases de inactivacidn corresponde a
una caida exponenciél de la concentracidén de enzima activa

con el tiempo. Si se toma al tiempo inicial como t, y al

1

tiempo al final del intervalo como t se tiene

2!
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Figura 3. Reactivacidon por DTT de Pfk-2 y Pfk-2% inactiva-
das por DTNB. En cada c¢aso se inactivaron 200 mU de
enzima con DTNB 40 uM a 25°C. Panel A: se agregdé DTT 20
mM a <tres experimentos consecutivos después de 2, 10 y
20 min de inactivacién de Pfk-2. Panel B: se agregd DTT
20 mM a tres experimentos consecutivos después de 2, 10 y
20 min de inactivacidn de Pfk-2*. (), actividad de 1las
enzimas en ausencia de DTT; (A), actividad de las enzimas
después del agregado de DTT.
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Figura 4. Determinacion de las constantes de inactivacidn
de las enzimas por DTNB. Inactivacidn de Pfk-2 producida
por incubacidén con DTNB 20 uM a 20°C. En el recuadro se
ilustra el «cdlculo de las constantes de pseudoprimer
orden. tos valores de k;, se calcularon de la pendiente de
la curva 2; los valores de k; se calcularon de la pendien-
te de la curva 3, 1la que se obtiene después de restar los
valores de 1la curva 2 ({punteada) a 1los valores de 1la
actividad remanente (At) en funcidn del tiempo (curva 1).
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k = {2,303 log A1 / A2) / (t2 - tq)

Variacién de la velocidad de inactivacidn con la concentra-
cién de DTNB.

La velocidad de la reaccidén de Pfk-2* con DTNB que
se muestra en la Figura 2 (40 uM DTNB a 25°C) es muy
rapida para poder determinar las constantes de inactiva-
cién de la enzima. Fue necesario disminuir tanto la tempe-
ratura de incubacidén del reactivo come la concentraciodn
del mismo para lograr la determinacién de las constantes.
Debido a que es necesario mantener un exceso del reactivo
modificador con respecto a la concentracidén de enzima
para que la reaccidén sea de pseudoprimer orden (en el
c;so de Pfk-2% fue al menos 50 veces), fue necesario

realizar la reaccidén de modificacidén a 0°C.

La Figura 5 muestra las graficas de inactivacién de
Pfk—-2 por DTNB entre 30 y 100 uM. En todos los casos las
graficas semilogaritmicas de actividad con respecto al
tiempo de reaccidn presentan dos fases. La primera, la
fase mas réapida, alcanza un 40 a 65% de inactivacién en
los primeros 15 min. Lla segunda fase es mas lenta, es
responsable del resto de la inactivacién y no fue total
hasta los 60 min.

Pfk-2*% se inactivd utilizando concentraciones de DTNB

en el intervalo 1,25-20 uM. Al igual que para el caso de
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Figura 5. Inactivacidon de Pfk-2 por DTNB. La reaccidn se
efectud a 0°C incubando 0,2 ml de enzima (180 mU) con las
concentraciones de DTNB 1indicadas. La actividad remanente
se midid como se indica en la Figura 2.
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Pfk—-2, la inactivacién es bifdsica (Fig. 6). A pesar de
que 1las concentraciones de DTNB utilizadas en este caso,
son menores que las utilizadas con Pfk-2, la velocidad de
inactivacién es mucho mayor. A una concentracién de DTNB
de 20 uM, se alcanza un 00% de inactivacién a los 2
minutos; 1la inactivacién total se alcanza a los 30 min de
reacciodn.

La Tab}a 2 muestra los valores de ki1 N ki2 para la
inactivacién de Pfk-2 y Pfk-2%¥ por DTNB. En el caso de

Pfk-2 los valores de ki son entre 3 y 11 veces superiores

-1

a los de ki2' Al graficar ki1 con respecto a la concentra-

cién de DTNB (Figura 7) se obtuvo una constante de segundo

orden igual a 3,2 min*1 mM_1. La constante para la fase

lenta, k. no mostrd variacidén con 1la concentracidn de

iz2?

D?NB. En el caso de Pfk-2* los valores de ki1 fueron

entre 4 y 25 veces superiores a los de k,, y la constante
de segundo orden para la fase rapida fue 85 m:'Ln"l mM—1,
aproximadamenie 25 veces mayor que la correspondiente a
Pfk—-2 (Figura 8). Al igual que para Pfk-2 los valores de
ki2 no experimentaron grandes variaciones con la concentra-
cidén de DTNB.

La reacciédn de inactivacién puede ocurrir a través
de 2 tipos de mecanismos. En uno de ellos se produce la
unidén reversible del DTNB a la enzima antes que ocurra la

modificacidén covalente del DTNB con los grupos SH relacio-

nados con la actividad. La ecuacidén es la siguiente:




29

100

P

50

10

VELOCIDAD RELATIVA

Pl

2.5
5

\qzo
1| | l 1 | |

/

10

\ pM DINB
)

O

O O
1.25
O
O
]

0 5 10 15 20 25 30
TIENPO. M1

Figura 6. Inactivacién de Pfk—-2* por DTNB. 110 mU

de

enzima en 0,2 ml se incubaron con las concentraciones de

DTNB indicadas a 0°C.




CONSTANTES CINETICAS PARA LA INACTIVACION DE Pfk-2 y Pfk-2*%

Tabla 2

POR DTNB A 0°C

FOSFOFRUCTOQUINASA-2
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-1
M DTNB k i
[T i1 min ki >
30 0,102 0,032
50 0,142 0,028
70 0,222 0,030
100 0,330 0,030
FOSFOFRUCTOQUINAGSA-2*
1,25 0,17 0,040
2,5 0,29 0,034
5 0,61 0,036
10 0,87 0,054
20 1,81 0,071
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Figura 7. Influencia de la concentracidn de DTNB sobre la
constante de inactivacion (k_) de Pfk-2. Los valores de
las constantes aparentes de ' inactivacidn corresponden a
los datos experimentales de la Figura 5 y se calcularon
como se indica en la Figura 4.
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Figura 8. Influencia de la concentracidén de DTNB sobre la
constante de inactivacidn (k_) de Pfk-2%.

Los wvalores de 1las constantes aparentes de inactivacidn
corresponden a los datos de la Figura 6.
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enzima + DTNB =— Enzima-DTNB -~ Enzima inactiva + TNB

k—1

donde k, y k_j son las constantes de formacidén y de
disociacién del complejo enzima-DTNB, respectivamente, y
k2 la constante de inactivacidén del complejo enzima-DTNB.

Para este mecanismo, la grafica de dobles reciprocos
de 1la constante aparente de velocidad de inactivacidn
(ki) con respecto a la concentracién de DTNB muestra una
relacién 1lineal, pero la recta no pasa por el origen
(Glazer y col., 1975).

En el segundo mecanismo de inactivacién no hay forma-
cibén previa de un complejo enzima-DTNB (o es muy répida),

de modo que se produce una reaccidén bimolecular entre 1la

enzima y el DTNB sin que se una previamente al DTNB.

enzima + DTNB — enzima inactiva + TNB

Para este mecanismo la gréafica de 1/ki con respecto
a 1/(DTNB) debe dar una linea recta que parte desde el
origen.

Las Figuras 9 y 10 muestran este tipo de graficas
para Pfk-2 y Pfk-2* respectivamente. Para ambas enzimas
se obtiene una relacién lineal que pasa cerca del origen,
indicando que para estas enzimas la inéctivacién sucederia

por el segundo mecanismo.
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Figura Q. Grafica de dobles reciprocos de la constante de
inactivacion de Pfk-2 con respecto a la concentracidn de
DTNB. Datos experimentales de la Figura 5.
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Figura 10. Gcéfica. de dobles reciprocos de la constante
de inactivacion de Pfk-2%* con respecto a la concentracion

de DTNB. Datos experimentales de la Figura 6.
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Efecto de ligandos sobre la inactivacidén de Pfk-2 y Pfk-2%
por DTNB
Efecto de los sustratos y de ATP'4

Las enzimas se modificaron con DTNB 40 uM a 25°C en
ausencia y en presencia de MgATP-2 1 mM (concentracién
saturante). Los resultados se presentan en la Figura 11.
Este sustrato tuvo un fuerte efecto protector a la inacti-
vacién de Pfk-2, cerca de 100% de la actividad inicial
después de 10 min de reaccidén. Contrariamente, en el caso
de Pfk-2* la proteccidén fue casi nula observandose una
inactivacidén total en el mismo tiempo.

También se estudid el efecto del fructosa-6-P, de
fructosa-6-P y MgATP_2 agregados simultdneamente y de
ATP_4 en la inactivacidén de Pfk-2, todos a una concentra-
cién 1 mM (Figura 12). E1 efecto protector de fructosa-6-P
y de fructosa-6-P mas MgATP_2 fue parcial, mientras que
el de ATP™% fue nulo.

La inactivacidén de Pfk-2* se realizé utilizando 1los
mismos ligandos y condiciones que en el experimento ante-
rior (Figura 13). Se observd una proteccidén parcial en
presencia de fructosa-6-P y de fructosa-6-P y lvrg,«'-'«TP_2
agregados en conjunto.

Debido a que se conoce el efecto de la concentracidn

de fructosa-6-P y de MgATP_2 sobre el estado de agregacién

de las enzimas (Guixé, 1985), se averigud el efecto de
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Figura 11. Efecto de MgATP-2 1 mM sobre la inactivacidn

de Pfk-2 y Pfk-2% por DTNB. Condiciones experimentales

como en la Figura 2. La concentracidén de DTNB fue 40 uM.
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Figura 12. Inactivacién de Pfk-2 en presencia de o
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sustratos (1 mM)}. Se modificaron 180 mU de enzima (0O
ml) en cada experimento usando DTNB 40 uM 3 25°C. (@
sin agregados; ((Q), en presencia de MgATP = 1 mM; (<
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Figura 13. 1Inactivacidén de Pfk-2* en presencia de 1los
sustratos (1 mM). Se wutilizaron 124 mU de enzima en 0,2
ml en cada experimentc. La concentracidén de DTNB fue 40
uM. (@), sin agregados; (0O), MgATP < 1 mM méas fructo-
sa-6-P 1 mM; (<), fructosa-6-P 1 mM; (QO), MgATP © 1 mM;
(A, ATP™Y (1 mM).
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ellos, agregados a diferentes concentraciones, sobre la
inactivacién por DTNB. En la Figura 14 se observa que la
proteccidén de Pfk-2 por MgATP'—2 disminuye al aumentar 1la
concentracidén relativa de fructosa-6-P.

En el caso de Pfk-2* (Figura 15) se observd mayor
proteccién por fructosa-6-P al aumentar su concentracidn;

-2

el agregado de MgATP me jord la proteccién por fructo-

sa-6-P.

Efecto de los productos

La Figura 16 muestra el efecto de MgADP‘1 y de

fructosa—1,6—P2 1 mM sobre la inactivacién de Pfk-2 por
DTNB 40 wuM. Sdlo fructosa-1,6-P, mostrd una proteccidn
cgnsiderable a la concentracidén ensayada.

En un experimento similar realizado con Pfk-2*

(Figura 17) se observdé que ninguno de los productos actla

como protector a la inactivacidén por DTNB.

Efecto de 1los sustratos en 1la inactivacidén de Pfk-2 y

Pfk-2* por NEM

La inactivacidén de ambas enzimas se efectud utilizan-
do NEM 40 uM a 25°C (Figuras 18 y 19). Los resultados
fueron similares a los obtenidos con DTNB, observandose
dos fases en la inactivacidn de las enzimas y una inactiva-
cién mas rapida de Pfk-2*., En el caso de Pfk-2 sélo

MgATF’—2 actud como protector y el agregado de fructosa-6-P
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Figura 14. Efecto de 1la concentracidon de los sustratos en
la inactivacidén de Pfk-2. Se incubaron 153 rMJ_ge enzima,

en 0,15 ml, con DTNB 40 uM a 258C. (1), MgATP “ 4 pM mis
fructosa-6-P 0,1 mM; (2), MgATP meM; {3), MgATP 4 m%
mas fructosa-6-P 1 mM; (4), MgATP 0,1 mM; (5), MgATP

0,1 mM mas fructosa-6-P 0,1 mM; (6), fructosa-6-P 1 mM;
(7}, fructosa-6-P 0,1 mM; (8), sin agregados.




42

100
- —Q— — o) 1
N 0O
L U ) 2
< 50 | .
> .
— ()
- -
<L 3
- |
w
o
10
a i 4
< [
=
- o
r U -
- -
~ — 5
Ll
> S
6
7
8
1 L 9

TIEMPO , MIN

Figura 15. Efecto de la concentracidén de los sustratos en
la inactivacibén de Pfk-2%¥. Se incubaron 151 mU de enzima,
en Oul? ml, con DTNB 40 uM a 25°C. (1}, sin_?TNB; (2),
MgATP = 4 mM mas fructosa-6-P 1 mM; (3), MgATP < 4 mM mas
fructosa-6-P 0,1 mM; (4), fructosa-6-p 1 mM;_éS), MgATP

0,1 mM mas fructosa-6-P 0,1 mM; (6), MgATP 4 mM; (7)

fructosa-6-P 0,1 mM; (8), MgATP = 0,1 mM; (9), sin agrega-
dos.
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Figura 18. Inactivacidon de Pfk-2 por NEM en presencia de
los sustratos. Se modificaron 230 mU de enzima en cada
experimento. El1 volumen de 1la mezcla de reaccidén fue 0,2
ml y la concentracidén de NEM 40 uM, a 25°C,
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Figura 19. 1Inactivacidon de Pfk-2 por NEM en

80

presencia de

ATP . En cada experimento se modificaron 280 mU de enzima

en 0,2 ml con NEM 40 uM a 25°C.




47

disminuyd su efecto. En el caso de Pfk-2% sélo fructo-

sa-6-P actudé como protector, pero su efecto fue parcial a

la concentracidn ensayada (1 mM) (Figura 20).

o
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Inactivacidon de Pfk-2%* por NEM en presencia de

los sustratos. Se incubaron 140 mlJ de enzima en 0,2 ml
con NEM 40 wuM _.a 25°C. (1), sin NEM; (2), fructosa-6-P 1

2

mM:; (3), MgATP © 1mM; (4), con NEM pero sin agregados.
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DISCUSION

La investigacidén de las relaciones entre las propieda-
des bioldgicas y residuos especificos de proteinas es una
de las aplicaciones méds corrientes de la modificacidn
quimica de las proteinas. Esta técnica ha sido utilizada
para estudiar la naturaleza de los residuos de aminocacidos
gque participan en el proceso catalitico y de aquellos que
son importantes para la unién de los sustratos (ver Glazer
y col., 19875; Sigman y Mooser, 1975). Un punto débil de
estos estudios proviene de 1la dificultad de distinguir
entre residuos esenciales para la actividad, los del sitio
activo y agquellos adyacentes a él. El1 uso de reactivos
dirigidos especificamente a residuos ubicados en dichos
sitios o a sitios reguladores de la actividad de una
enzima ha permitido solucionar en parte el problema (Shaw,
1970; Lundblad y Noyes, 1984).

La principal aproximacién al estudioc de residuos im-
portantes para la actividad catalitica comprende el modifi-
car todos los residuos de un cierto tipo y determinar si
la modificacién provoca cambios o pérdida de la actividad.
Los cambios en la actividad enzimatica se pueden atribuir
2 la modificacidén del sitio activo, pero esta es sélo una
de varias posibilidades. AGn cuando la especificidad del
reactivo sea conocida, cambios en la actividad pueden

resultar indirectamente debido a cambios estructurales o
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a la modificacidén de residuos en sitios alostéricos. Por
otra parte, si la modificacién quimica no tiene efecto en
las propiedades biolbgicas, es razonable suponer que los

residuos modificados no son necesarios para la actividad.

Inactivacidn de las enzimas por DTNB

En el presente estudio se compara la reactividad de
los grupos SH de la fosfofructoquinasa-2 de E. coli y de
una enzima mutada que provoca una gran alteracidén en el
crecimiento de las cepas que la contienen (Daldal y col.,
1982). Las enzimas difieren en varias aspectos entre los
que se incluyen el mecanismo cinético (Campos y col.,
1084), la susceptibilidad a la inhibicidén por el sustrato

MgATP_2

(Guixé y Babul, 1985a) y efecto de ligandos en su
estado de agregacidén (Guixé, 1985). Ademds, las enzimas
pocseen diferentes estabilidades a bajas temperaturas, ya
sea en extractos crudos o en preparaciones puras (Daldal
y col., 1982). Para purificar la enzima mutada fue necesa-
rio el agregado de etanol o glicerol a 1las soluciones,
ademids de reactivos protectores de grupos SH. Al remover
conjuntamente estos agentes estabilizadores de la activi-
dad de Pfk-2*, ésta se pierde rapidamente de modo que no
es posible caracterizar a 1la enzima. Este efecto no es
tan marcado con la enzima normal Pfk-2. Estos hechos,

indicacién de 1la importancia de los grupos SH para ambas

enzimas y de la diferencia estructural entre las mismas,
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nos 1llevaron a estudiar el rol de los grupeos SH en la
mantencién de la actividad y estrutura de las enzimas por
medio de modificacidén quimica de estos grupos.

La reactividad de Pfk-2% hacia DTNB y NEM fue mayor
que la de Pfk-2. Para ambos reactivos Pfk-2 Yy Pfk=2%
presentaron dos fases de inactivacidn, una rapida y una
ienta. E1 porcentaje de inactivacidén que acompafia a cada
fase varia con 1la concentracion de agente modificador
usado, por lo que es posible que existan tres tipos de
grupos SH que reaccionan con velocidades diferentes y que
a las concentraciones relativamente altas de agente modifi-
cador no sea posible distinguir entre los dos tipos que
reaccionan mis rapido. Asi, el resultado serd la observa-
cién de sdlo dos fases de inactivacidn. Generalmente los,
valores de actividad residual eran muy bajos en la segunda
fase, lo que complicaba la determinacidén de la misma. Por
otra parte, también es posible que la modificacién gquimica
provoque cambios conformacionales que alteren la reactivi-
dad de algunos grupos, obteniéndose asi mds de una fase
de inactivacién.

La inactivacién de las enzimas con los reactivos
modificadores es el resultado de una reaccidn entre los
grupos SH de las enzimas y los reactivos, y no la conse-
cuencia de una inactivacidn térmica; las enzimas incubadas
en las mismas condiciones pero en ausencia del reactivo

conservan su actividad durante el tiempo del experimento.
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Por otra parte, el hecho de que el DTT sea capaz de
revertir 1la inactivacidén de las enzimas sugiere que la
pérdida de la actividad se debe a la formacién del dislfu-
ro enzima-TNB, o R-S-S5-R en la enzima.

En ambas enzimas se observd que la inactivacidén era
dependiente de la concentracién del reactivo modificador,
manteniéndose las dos fases sefialadas anteriormente. Debi-
do a la alta reactividad de los grupos SH de Pfk-2%,
comparada con Pfk-2, fue posible determinar la constante
de segundo orden para la primera fase de inactivacidn
sdlo a 0°C y a concentraciones relativamente bajas de
agente modificador. El1 valor correspondiente a Pfk-2* es
30 veces superior al de Pfk-2. Es posible explicar esta
diferencia suponiendo que 1la mutacién pfkB10 afecta de
tal manera 1la conformacién de Pfk-2 que en Pfk-2*¥ Jlos
grupos SH importantes para la actividad que reaccionan
con DTNB estan mas expuestos para reaccionar con el reacti-
vo. También es posible que la mutacidon comprenda cambios

en el contenido de grupos SH de Pfk-2%.

Efecto de los sustratos en la modificacidn

Fosfofructoquinasa-2

En el caso de Pfk-2 se observd que Mg:!'.'t"i:"_2 actGa
como protector frente a la inactivacidn producida por
DTNB y NEM, mientras que a la misma concentracidn (1 mM)
el efecto protector del fructosa-6-P es muy bajo cuando

se usa DTNB (Fig. 12) y casi nulo cuando se usd NEM. Al




53

aumentar la concentracidén de fructosa-6-P en presencia de
MgATF’“‘2 disminuye el efecto protector de éste. Para expli-
car estos resultados es necesario resumir el efecto que
tienen estos sustratos tanto en la actividad de la enzima
como en su estado de agregacidén (Campos y col., 1984;
Guixé y Babul, 1985a; Guixé, 1985). Por un lado, el
mecanismo cinético en secuencia ordenada de Pfk-2 (fructo-

2 1

sa-6-P - MgATP < - MgADP ' - fructosa-1,6-P_) indica que

2
si los grupos SH reactivos estan ubicados en o cerca del
sitio activo se deberia observar proteccidn por fructo-
sa-6-P o por fructosa-6-P més MgATP-Z, pero no por MgATI-‘J_2
solo. Cuando se usd DTNE se observd un aumento de la
proteccidén al aumentar la concentracién de fructosa-6-P,
pero la proteccidn fue parcial. En ausencia de fructo-
sa-6-P, I\Ngﬂi\TF"2 no debiera wunirse al sitio activo y por
loc tanto no actuaria como protector. Como este no es el
caso, MgATP~2 debe estar ejerciendo su accién por unién a
un sitio distinto del sitio activo. Guixé y Babul (1985a)
demostraron la existencia de un sitio alostérico inhibito-
rio para Mg;'-\TP_2 en Pfk-2 que estaria alterado en Pfk-2%,
N'lgATF’“2 es sustratc de la reaccidén, pero se comporta como
inhibidor a concentraciones elevadas. Este efecto sdlo se
observa a concentraciones bajas del otro sustrato fructo-
sa-6-FP (0,1 mM), mientras que el efecto inhibitorio desapa-

rece cuando se aumenta la concentracidon de fructosa-6-P

(1 mM). Por otra parte, se sabe que la enzima existe como
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un tetramero en presencia de MgATF’_2 sobre 0,2 mM © con
MgATP'z a bajas concentraciones de fructosa-6-P (0,1 mM),
condiciones en las que se observa inhibicidén por el comple-
jo metal-nucledtido (Guixé, 1985). Sin embargo, al aumen-
tar la concentracién de fructosa-6-P, en presencia de

2

MgATP © a altas concentraciones, la inhibicién desaparece

y la enzima se convierte en dimero. Asi, es posible que

2 a2 1a inactivacién por DTNB se

la proteccidn por MQATP
deba a que la unidén del nuclebétido provoca un cambio
conformacional que tiene como consecuencia la conversion
de un dimero en un tetrdmero. En el estado tetramérico
los grupos SH reactivos responsables de la inactivacidn
no estarian disponibles para la modificacién quimica, mien-—
tras que la modificacién de ellos en el estado dimérico
produciria la inactivacidon de la enzima por medic de un
mecanismo que dependeria de su ubicacién. Existen varias
posibilidades, entre las que se incluyen la presencia de
grupos SH en el sitio alostérico, en el sitio activo o
en otro 1lugar. Si los grupos SH estdn ubicados en el
sitio alostérico, es posible que la proteccidén se deba a
que la unién del nucledtido impide la modificacidn quimica
y el cambio conformacional que provocaria la inactivacidn.
Quizas es conveniente recalcar que a pesar de que en las
condiciones en que se observa proteccidén (altas concentra-
ciones de MgA‘l‘P_2 y bajas o nulas de fructosa-6-P) la

enzima se encuentra en el estado tetramérico y es inacti-

va, la actividad en el espectrofotdmetro se mide en presen-
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cia de fructosa-6-P 1 mM y MgATP_2 1 mM, condiciones bajo
las cuales la enzima es un dimero activo.

Por otra parte, si los grupos SH estadn ubicados en
el sitio activo es posible que la proteccién por MgATP_Z
se deba a que su unidén al sitio alostérico provogque un
cambio conformacional en el sitio activo. La tetrameriza-
cién de la enzima podria tener este efecto. Si éste fuera
el caso, la unién de fructosa-6-P y MgATF’_2 al sitio
activo deberia proteger contra la inactivacidén. Como es
necesaria la presencia de fructosa-6-P para que MgATP_2
se una al sitio activo, y como no es posible separar
completamente la unidn del nuclebtido a este sitio de la
unién al sitio alostérico, la situacidn es compleja. Para
resolver este problema es deseable obtener la unidn del
nucledtido sb6lo al sitio activo, lo que es posible lograr
incubando la enzima con ATP y fructosa-6-P en ausencia de
Mg. Guixé y Babul (1985a) demostraron que ATP"4 es un
inhibidor de la enzima y que se comporta como inhibidor
competitivoe con respecto a MgATP‘z, per lc que debiera
unirse al sitio activo en presencia de fructosa-6-P. Cuan-
do la modificacidn se realizd en presencia de estos ligan-
dos no se observd una proteccidn apreciable (no se muestra
en resultados) lo que sugiere que los grupos SH no estén
ubicados en el sitio activo. Por otra parte, no se observa-
ron grandes diferencias en la inactivacidén de Pfk-2 y
Pfk-2* cuando los experimentos se realizaron en presencia

o en ausencia de Mg+2. De esta manera, 1los grupos SH
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responsables de la inactivacidén pueden estar ubicados en
el sitio regulatorio o en otro sitio distinto del activo.
Con los experimentos disponibles no es posible diferenciar
entre ambas posibilidades. En ambos casos, la modificaciodn
de estos grupos tendria como resultado un cambio en la

geometria del sitio activo.

Fosfofructoquinasa-2%

Para Pfk-2* se realizaron los mismos experimentos de
proteccién por 1los sustratos que para Pfk-2. En este
caso, contrariamente a 1lo observado para Pfk-2, no se
observé proteccidén por MgATP_z 1 mM y al igual que para
Pfk-2, la proteccibén por fructosa-6-P 1 mM fue parcial.
Este resultado no estda de acuerdo con el mecanismo cinéti-
co de Pfk-2* donde MgATP_2 es el primer sustrato que se
une a 1la enzima (Campos y col., 1984). Por otra parte,
los experimentos de Guixé y Babul sugieren que en Pfk-2%
el sitio para MgATP*2 estd alterado como consecuencia de
la mutacién pfkB10. La enzima mutada no presenta inhibi-
cidén por MgATP“2 a concentraciones bajas de fructosa-6-P
y tampoco experimenta cambios en el estado de agregaciédn
en presencia de varias combinaciones de sustratos y produc-
tos (Guixé, 1985). De esta manera se explica la diferencia
en el comportamiento de ambas enzimas frente al agente
modificador en presencia de MgATP"2 1 mM.

El porcentaje de inactivacién por DTNB en fructo-

sa-6-P 1 mM y en fructosa-6-P 1 mM mas MgATP_2 1 mM fue
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similar y parcial (10% de actividad remanente a los 30
min,' Fig. 12). Sin embargo, al aumentar la concentracidn

2

de MgATP © a 4 mM en presencia de fructosa-6-P 1 mM, la

proteccidén, alin cuando también fue parcial, aumentd consi-
derablemente (aproximadamente 70% a los 30 min.). N’lgATF’-2
4 mM en ausencia de fructosa-6-P ofrece una proteccidn
casi nula. Como Pfk-2% aparentemente noc une MgATP—2 a un
sitio alostérico, el efecto del nuclebdtido se debe a 1la
unidén al sitio activo. En el caso de Pfk-2% el mecanismo
cinético también es en secuencia ordenada (Campos y col.,
1984) y es el siguiente: MgATP'2 - fructosa-6-P - fructo-
— MgADP™ !,

sa-1,6-P Asi, fructosa-6-P no se une a la

2
enzima en ausencia de MgATF‘—2 y el efecto protector de
los sustratos se deberia a su unidén al sitio activo al
enmascararar a los grupos SH reactivos e importantes para
la actividad. A diferencia de Pfk-2, esta situacidn es
posible ya que se obtiene una inactivacidén +total por
reaccidn con DTNB. También es posible que la unidén de los
sustrateos provoque un cambio conformacional en la enzima
que impida la accesibilidad del reactivo a los grupos-SH

relacionados con la actividad, ubicados en un sitio distin-

to del activo.

Efecto de los productos en la inactivacién de las enzimas
Los resultados obtenidos al realizar la inactivacidn
por el agente modificador en presencia de los productos

de la reaccién que catalizan las enzimas son menos claros




58

que en el caso de los sustratos. Las protecciones fueron

muy bajas, salvo en el caso de fructosa-1,6-P ara Pfk-2

> P
en que se observé un 70% de actividad remanente después
de 30 min de reaccidén. Es posible que la proteccidn se
deba a la unidén de este compuesto al sitio activo ya que
se comporta como wun inhibidor competitivo del fructo-
sa-6-P, primer sustrato que se une a la enzima. Por otra
parte, también es posible que su efecto sea mds bien
inespecifico y se una al sitio alostérico para MgATP"Z.

Esta posibilidad es menos probable ya que la proteccidn

por MgADP"1 es menor.

Modificacidn quimica de grupos-SH de otras fosfofructoqui-
nasas

Los experimentos de modificacidon quimica de grupos-SH
estdn generalmente dirigidos a la titulacidén de los gru-
pos-SH de la enzima, determinacidén del efecto de los
sustratos en la accesibilidad de los reactivos hacia estos
grupos y a la determinacién del rol de los mismos en la
catdlisis y cinética enzimitica.

Se ha demostrado por medio de estudios cinéticos
(Uyeda y Racker, 1965) y de -estudios conformacionales
basados en la reactividad de grupos-SH (Kemp, 1969), gque
en la fosfofructoquinasa de misculo de conejo el sitio
catalitico puede aceptar varios nucledsidos trifosfato ade-
més de ATP y que el sitio inhibitorio es mids especifico

para MgATP_z. Kemp y Forest (1968) encontraron cinco tipos
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de grupos sulfhidrilo que varian en reactividad y en el
efecto de los sustratos sobre ésta. En el tipo I existe
un residuo altamente reactivo que es protegido por
MgATP-Z. El tipo II comprende dos grupos menos reactivos
que se protegen por fructosa-6-P y nucledtidos de adenina.
El tipo III tiene un grupo y el IV comprende cinco grupos
cuyas reactividades dependen del pH; dos de ellos son
protegidos por fructosa-6-P. El resto de los grupos SH
reacciona lentamente en la enzima nativa. La modificacién
de sdlo un grupo-SH, el mas reactivo de la enzima, resulta
en una gran disminucidén de las interacciones cooperativas
con MgATP-z. Este nucledtido impide que ese grupo reaccio-
ne con DTNB por 1lo que su reactividad aparece como un
indicador de la interaccidén de Mg/-\TP_2 con este sitio
regulatorio de la enzima (Kemp, 1969) y del estado confor-
macional de la enzima (Kemp, 1968; Mathias y Kemp, 1872;
Gottschalk y col., 1983). Por otra parte, se ha observado
que activadores de la enzima tales como AMF, cAMP, ADP,
fructosa-1,6-P2, provocan un aumento en la reactividad de
este grupo SH. Estos cambios han sido interpretados en
términos de wuna interconversidén entre una conformacidn
activa y una inactiva de la enzima. Los activadores de la
enzima se unen a la forma activa mientras que los inhibido-

res se unen a la inactiva.

Gottschalk y col. (1983) han demostrado que las pro-

piedades alostéricas de la fosfofructoquinasa de misculo

se mantienen en 1la enzima proteolizada con subtilisina e

T - S
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inactiva. La proteina digerida presenta cambios conforma-
cionales inducidos por 1los ligandos, detectados por cam-
bios en la reactividad de grupos SH hacia DTNB. La enzima
proteolizada mantiene todos los grupos SH de la enzima
nativa; AMP protege a dos grupos altamente reactivos mien-
tras que fructosa-6-P y MgATP—z no los protegen. Estos
datos sugieren que la proteina inactivada mantiene 1los
sitios de unidn para los activadores e inhibidores.

La titulacién de la enzima de corazdén de oveja con
DTNB resulta en la modificacién de aproximadamente cinco
grupos SH por mol de subunidad de 1la enzima (Froede y
col. 1868). El efecto de fructosa-6-F y de MgATP'2 parece
depender del agente modificador. Ninguno de los sustratos
modificd el ndmero de grupos SH titulados con DTNB. La
reaccidédn con p-cloromercuribenzoato resultdé en la modifica-
cién de tres grupos-SH junto con la disminucidén de la
afinidad de 1la enzima por fructosa-6-P, pero no por
MgATP'z.

Estudios de marcacién por afinidad (weng y col.,
1980) indican que se obtiene una enzima menos sensible a
la inhibicién por MgATF’-2 e insensible a los activadores.
Pareciera que estos marcadores modifican especificamente
al sitio alostérico donde se unen los activadores, aparen-
temente distinto del sitio regulatorio para MgATP_z.

La fosfofructoquinasa de 1levadura ha sido descrita

como un octamero con dos tipos de subunidades (Tijane y

col., 1980). La enzima contiene aproximadamente 83 resi-
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duos de cisteina, clasificados en tres grupos de acuerdo
a su reactividad hacia DTNB. La marcacién diferencial en
presencia y ausencia de fructosa-6-P demuestra que hay
tres grupos-SH por subunidad asociados con el sitio alosté-
rico para MgATP_2 (Tijane y col., 1980). Al separarse las
subunidades alfa y beta de la enzima, se observd que la
radioactividad se incorporaba sd6lo en las subunidades beta
y que fructosa-6-P protege a los grupos-SH de la modifica-
cién. Esto permitid concluir que los sitios de unidén para
los sustratos estédn localizados en las subunidades beta.

En el caso de las fosfofructoquinasas tipo 2 de E.
coli, los experimentos de inactivacidén por DTNB muestran
la existencia de mAs de un grupo SH relacionado con la
actividad de ambas enzimas. En el caso de Pfk-2 la protec-
cién por MgATF"—2 estaria relacionada con la unidén del
nucledtido al sitio alostérico regulatorio, mientras que
en el caso de Pfk-2* la proteccidén estaria relacionada
con la unién de fructosa-6-P al sitio activo. Tanto la
ubicacién como el ndmero de grupos SH gque reaccionan en
cada enzima estd por determinarse. Especial énfasis mere-
cen los estudios de determinacién del nimero de grupos SH
de cada enzima, en presencia y en ausencia de agentes
desnaturantes y de los principales ligandos. Posteriormen-
te se podria establecer la ubicacién en la secuencia de
Pfk-2 y Pfk-2* de los grupos SH relacionados con la

actividad.
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