
l'CH -F-C
DOC-B

G968C,I

MECANISMO   CINETICO   Y   REGULACION

DE  FOSFOFRUCTOQUINASA-2  DE  Escherichia  coli

Una  mutante  con  propiedades  alteradas

Tesis

entr`egada  a  la

Universidad  de  Chile

en  cumplimiento  parcial  de  los  requisitos

par`a  optar  al  gr`ado  de

Doctor`  en  Ciencias  con  Menci6n  en  Biologla

Facultad  de  Ciencias

Por`

VICTORIA   CRISTINA   GUIXE   LEGUIA

Noviembr`e,    1985

Director  de  Tesis:   Dr.   Jor`ge  Babul  C.



Facultad  de  Ciencias

Univer`sidad  de  Chile

I   N   F   0   R   M   E         D   E         A   P   R   O   B   A   C   I   0   N

T   E   S    I   S             D   E          D   O   C   T   O   R   A   D   O

Se    informa   a   la   Comisi6n   de   Doctor`ado   de   la   Facultad   de

Ciencias    que    la    Tesis    de    Doctor`ado    presentada   por    la

candidata

Victoria  Cristina  Guix6  Leguia

ha    sido    apr`obada    por    la    Comisi6n    Informante    de    Tesis

como     r`equisito     de     Tesis     par`a    el    grado    de    Doctor    en

Ciencias   con   Menci6n   en   Biologia,   en  el   Examen  de  Defensa

de  Tesis   r`endido  el   dfa  25  de  Noviembr`e   de   1985.

Dir`ector`   de  Tesis

Dr`.   Jor`ge   Babul   C.

Comisi6n   Infol`mante   de  Tesis

Dr`.   Sergio  Bazaes   V.

Dr`a.   Cather`ine   Connelly  M.

Dr`.   Luis   Izquierdo  F.

Dr.   Hermann  Niemeyer   F.

ed[Lqinde



Esta   Tesis   rue   r`ealizada   en   el   Labor`ator`io   de   Bioqufmica

y   Biologia   Molecular`,    Departamento   de   Biologia,   Facultad
de   Ciencias,    Univer`sidad   de   Chile   bajo   la   direcci6n   del

Dr`.    Jor`ge    Babul   C.    (Departamento   de   Quimica,    Facultad   de

Ciencias)    y   rue   financiada   parcialmente   por`   1a   Dir`ecci6n

de     Investigaci6n    y     Bibliotecas     de     la    Universidad    de

Chile    (Pr`oyectos   a-110,    8-1368   y   8-1998),   por`  el   Programa

de     las     Naciones     Unidas     para    el    Desarr`ollo    PNUD-UNESCO

(Pr`oyect,o   CHI-81/OO1),    por    el   Fondo   Nacional   de   Desarr`o-

llo    Cientifico    y    Tecnol6gico    (Pr`oyectos    0255   y    1134)    y

por`   la   Or`ganizaci6n  de   los   Estados   Amer`icanos,   OEA.

iii



AGRADECIMIENTOS

Son   muchas    las    personas    a   las    cuales    me   gustar`ia   expresar`

mis    agr`adecimientos,     sin    embargo,     mencionar€    s6lo    a    algunas,    a

riesgo  de  olvidar  a  muchas.

A  Jorge   Babul   por   su   valiosa  ensefianza,   direcci6n  y  constante

apoyo   durante   la   realizaci6n   de   esta   te'sis   y,   en  especial,   por`   su

decisivo   estlmulo   y   generosa   ayuda   en   las   etapas   finales   de   esta

tarea,

A    Tito    Ureta    y    Her`mann    Niemeyer`   por`    su    contr`ibuci6n    en   mi

for`maci6n  cientifica.

A    Claudio    Retamal    y    Gabriel    Campos    por`    su   colaboraci6n   en

algunos   exper`imentos.

A    Dan    G.    Fraenkel   por`   la   hospitalidad   que   me   brind6   en   su

labor`ator`io,    motivando    en    parte    mi    inter`6s    por`    el    tema.    Ademas,

P0r 1a  donaci6n  de  las  cepas  de  E.   coli  empleadas  en  este  estudio.

A   Jorge    Allende    por`    las    facilidades   par`a   el   uso   del   rotor

Sorvall   AH-650,   con   el   cual   se  realizar`on  los  estudios  de  ultracen-

tr`ifugaci6n.

A  Soledad  Luzanto  por  mecanografiar`  gran  parte  de  esta  Tesis.

A   todos   log   miembr`os   del   Laborator`io  de  Bioquimica  y  Biologf a

Molecular`    de    la    F'acultad    de    Ciencias    quienes,     al    br`indar`me    su

desinteresado   apoyo   y   amistad,    hicier`on   de   mi    estad±a   alli   algo

dificil  de  olvidar`.

Victor`ia  Guix6  L.

|V



A  Jorge

A  Francisca

A  mis  padres

V



INDICE   DE   MATERIAS

LISTA   DE   TABLAS

LISTA   DE   FIGURAS

LISTA   DE   ABREVIATURAS

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCI0N

Regulaci6n  enzimatica

Fosfofructoquinasa

Fosfofructoquinasas  de  microorganismos

MATERIALES   Y   METODOS

Prepar`aci6n  de  Pfk-2  y  Pfk-2*

Fuente  de  obtenci6n  de  las  enzimas

Pur`ificaci6n  de  Pfk-2  y  Pfk-2*

Determinaci6n  de  la  actividad  enzimatica

Mater`ial   cr`omatogr`af ico

Prepar`aci6n  de  la  Hidr`oxiapatita

Prepar`aci6n  del  Azul  de  Cibacron-Sepharose

Centr`ifugaci6n  zonal  en  gr`adientes  de  sacar`osa

Pag.

|X

X

xii

xiii

xxi

1

1

2

9

15

15

15

15

17

19

19

20

20

Calculo  de   las  concentr`aciones   de  MgATp-2,   ATp-4  y  Mg+2                   22

Deter`minaci6n  de  la  concentr`aci6n  de  proteinas

Deter`minaci6n  de  la  concentr`aci6n  de  los  reactivos

Analisis  estadistico  de  los  r`esultados

Reactivos  usados

V1

23

23

24

25



RESULTADOS

MECANISMO   CINETICO

Estudios  cin6ticos  en  velocidad  inicial

Pag.

Analisis  de  la  velocidad  inicial  en  pr`esencia  de  los  productos    35

Inhibici6n  de  Pfk-2  por`  los  productos

|nhibici6n  por`  fructosa-1,6-P2

Inhibici6n  por.  ADP

Inhibici6n  de  Pfk-2#  por  los  productos

Inhibici6n  por  ADP

|nhibici6n  por  fructosa-1,6-P2

Inhibici6n  por  analogos  de  los  sustr`atos

Inhibici6n  de  Pfk-2  por`  r`ibosa-5-P

Inhibici6n  de  Pfk~2  por`  AMP-PNP

Inhibici6n  de  Pfk-2#  por  AMP-PNP

Inhibici6n  de  Pfk-2*  por  sor`bitol-6-P

EFECTO   DE   ATP   S0BRE   LA   ACTIVIDAD

Efecto  de  MgATP-2  y  de  la  concentraci6n  de  fr`uctosa-6-P

en  la  actividad  de  Pfk-2  y  Pfk-2*

Efecto  de  ATP-4  en  la  actividad  de  Pfk-2  y  Pfk-2*

Efecto  de  nucle6sido-mono  y  -difosfatos

Efecto  de  la  concentraci6n  de  H+

Efecto  de  nucle6sido-tr`ifosfatos  en  la  actividad

de  Pfk-2  y  Pfk-2#

vii

38

38

42

45

45

45

47

52

52

54

54

57

63

68

73

73

75



Pag.

EFECTO   DE   LIGANDOS   S0BRE   EL   ESTAD0   DE   AGREGACION   DE   LAS   ENZIMAS                        78

Efecto  de  MgATP-2  en  la  sedimentaci6n  de  Pfk-2  y  Pfk-2+

Efecto  de  otros  ligandos  en  el  estado  de  agr`egaci6n

de  Pfk-2  y  Pfk-2*

Efecto  de   la  concentraci6n  de  H+  en  el  estado

de  agr`egaci6n  de  Pfk-2

DISCUSION

MECANISM0   CINETICO

Estudios  en  velocidad  inicial

Estudios  de  inhibici6n  pop los  productos

Inhibici6n  por  ar,alogos  de  los  sustratos

80

86

90

90

91

92

Mecanismo  cin6tico  de  fosfofructoquinasas  de  otr`as  fuentes               97

EFECT0   DE   ATP   S0BRE   LA   ACTIVIDAD   DE   LAS   ENZIMAS

ESTADOS   DE    AGREGACI0N

DIFERENCIAS   ESTRUCTURALES   ENTRE   Pfk-2   y   Pfk-2#

REGULACION   DE   Pfk-2   y   Pfk-2*   IN  VIVO

REFERENCIAS

viii

loo

105

113

114

117



LISTA   DE   TABLAS

Tabla     1,

Tabla     2.

Tabla     3.

Tabla     4.

Tabla     5.

Tabla     6.

Tabla     7.

Tabla     8.

Tabla     9.

Tabla   10.

Tabla   11.

Tabla  12.

Tabla   13.

Fosfofr`uctoquinasas  de  la  cepa  silvestr`e  y  de  mutan-

tes  de  Escherichia  coli.

Constantes    cin6ticas    de    Pfk-2   y    Pfk-2*.    Estudios

de  velocidad  inicial.

Constantes    cin6ticas    par`a    la    inhibici6n    de    Pfk-2

por`   los  pr`oductos.

Constantes    cin6ticas   par`a   la   inhibici6n   de   Pfk-2*

por`   los   pl`oductos.

Const,antes    cineticas    papa    la    inhibici6n    de    Pfk-2

por  analogos  de  los  sustr`atos.

Constantes   cin6ticas   para   la   inhibici6n   de   Pfk-2it

por  analogos  de  los  sustr`atos.

Constantes    cin6ticas    par`a    la    inhibici6n   de    Pfk-2

por    MgATP-2    a    difer`entes    concentr.aciones    de    Mg+2
|ibre,

Efecto    de    la    concentr`aci6n    de    nucle6sidomono  y
-difosfatos  sobr`e  la  actividad  de  Pfk-2.

Complejos   Mg+2-nucle6tidos   como   sustr`atos   e   inhibi-

dores   de  Pfk-2  y  Pfk-2*.

Coeficiente   de   sedimentaci6n   de   Pfk-2   en   presencia

de  ligandos.

Coeficiente   de   sedimentaci6n   de   Pfk-2*   en  presencia

de  ligandos.

Constantes    cin6ticas    para   la    inhibici6n   de   Pfk-2

por  r`ibosa-5-P.

Constantes    cin6ticas   para   la   inhibici6n   de   Pfk~2*

por`   AMP-PNP.

|X

Pig.

12

34

44

48

59

60

69

74

79

84

85

94

95



LISTA   DE   FIGURAS

Figura    1.   Gr`afica   de   dobles   r`ecipr`ocos   papa   Pfk-2  donde  fruc-

tosa-6-P   es   el   sustr`ato  var`iable,   a  distintas   con-
centr`aciones  fijas  de  ATP.

Figur`a     2.   Gr`afica     de     dobles     r`eciprocos     par`a     Pfk-2*     donde

fr`uctosa-6-P    es    el    sustr`ato   var`iable   a   distintas

concentr`aciones  fijas  de  ATP.

Figura    3.   Gr`aficas  secundarias  par`a  Pfk-2  obtenidas  de  exper`i-

mentos  en  velocidad  inicial.

Figura    4.   Gr`aficas   secundar`ias   par`a   Pfk-2*   obtenidas   de  expe-

r`imentos  en  velocidad  inicial.

Figura    5.   Gr`afica    de   dobles   r`eciprocos   par`a   Pfk-2   donde   las

concentraciones    de    ATP   y   fr`uctosa-6-P   se   var`iar`on

en  una  raz6n  constante.

Figura    6.   Gr`afica   de   dobles   r`eciprocos   para   Pfk-2*   donde   las

concentraciones    de   ATP   y   fructosa-6-P   se   variaron
en  una  r`az6n  constante.

Figura    7.   Graficas   de   dobles   recfpr`ocos   para   las  inhibiciones
de  Pfk-2  por  los  pr`oductos.

Figura    8.   Gr`aficas   de   dobles   I`ecipr`ocos   par`a   las   inhibiciones

de  Pfk-2#  por`  los  productos.

Figur`a    9.   Graficas    de    dobles    recfpr`ocos    par`a    la    inhibici6n

de  punto  muer`to  de  Pfk-2  por`  ribosa-5-P.

Figura  10.   Gr`aficas    de    dobles   reciprocos    par`a   la    inhibici6n

de  punto  muerto  de  Pfk-2  por  AMP-PNP.

Figura  11.   Graficas    de    dobles    reciprocos    par`a   la    inhibici6n

de  punto  muerto   de   Pfk-2t'  por`  AMP-PNP.

Figur`a  12.   Gr`aficas    de    dobles    r`eciprocos    para    la    inhibici6n

de  punto  muer`to  de  Pfk-2*  por`  sorbitol-6-P.

X

Fag.

29

30

31

32

36

37

39

46

53

55

56

58



Figur.a  13.   Actividad     de     Pfk-2    y    Pfk-2*     en     funci6n    de     la

concentr`aci6n    de    MgATP-2    (intervalo    micromolar`)    a

difer`entes  concentraciones  de  Mg+2  |ibr`e.

Figura  14.   Efecto    de    la   concentraci6n   de   MgATP-2    (intervalo

milimolar`)    sobr`e   la   actividad   de   Pfk-2   y   Pfk-2*   a

dos  concentraciones  de  fr`uctosa-6-P.

F`igur`a  15.   Actividad    de   Pfk-2   en   funci6n   de   la   concentraci6n

de   MgATP-2    (intervalo   milimolar`)    a   difer`entes   con-

centraciones  de  Mg+2  |ibre.

Figura  16.   Efecto  de  la  concentraci6n  de  ATP-4  sobr`e  la  activi-

dad  de  Pfk-2  y  Pfk-2*.

Figur`a  17.   Grafica   de   dobles   recipr`ocos   par`a   la   inhibici6n   de

Pfk-2  y  Pfk-2#  pop  ATP-4  usando  MgATP-2  como  sustra-

to  var`iable.

Figura  18.   Efecto     del     pH    del     medio    de     reacci6n    sobre     la

inhibici6n  de  Pfk-2  por  ATP.

Figur`a  19.   Efecto    del     pH    del     medio     de     reacci6n    sobre     la

inhibici6n  del  Pfk-2*  por  ATP.

Figur`a  20.   Sedimentaci6n  zonal  de  Pfk-2  en  gradiente  de  sacaro-

sa  en  pr`esencia  y  en  ausencia  de  MgATP-2.

Figura  21.   Sedimentaci6n   zonal   de   Pfk.-2*   en   gr.adiente  de  saca-

r`osa  en  pr`esencia  y  en  ausencia  de  MgATP-2.

Figura  22.   Efecto   de   la   concentraci6n   de   MgATP-2   en   el   coefi-

ciente  de  sedimentaci6n  de  Pfk-2.

X|

Pa8.

64

66

67

70

72

76

77

81

82

87



Fr`uctosa-1. 6-P2

FOP

Fr`uctosa-6-P

F6P

Fr`uctosa-2.6-P2

Ribosa-5-P

Sor`bitol-6-P

AMP-PNP

DEAE-celulosa

AMP-agarosa

DTT

EDTA

Tr, i s

ABREVIATURAS

Fruc tosa-1, 6-b i s fos fato

Fruc tos a-1, 6-bi s fos fato

Fr`uctosa-6-fosfato

Fructosa-6-fosfato

Fr`uctosa-2,6-bisfosfato

Ribosa-5-fosfato

Sor`bitol-6-fosfato

Adenililimidodifosfato

Dietilaminoetil-celulosa

Adenosina  5' -monofosfato

Ditiotre i tol

Acido  etilendiaminotetr`aacetico

Tris-( hi dr`oxime ti 1 ) -am inometano

xii



RESUMEN

La    cepa    silvestr`e    de    E.    coli    contiene    una    fosfofructoquinasa

alost6r`ica,    Pfk-1,    la   isoenzima   principal   y   una   isoenzima  minoritaria,

Pfk-2,     aparentemente    no    alost6rica.     La    mutaci6n    BEs!|    aumenta    los

niveles    de    Pfk-2,    per`mite    el    cr`ecimiento    en   glucosa    de   mutantes    que

car`ecen   de   Pfk-1   y   no   afecta   el   cl`ecimiento   en   sustr`atos  gluconeog6ni-

cos.    La   mutaci6n   pfkB10   genera   una    forma   alterada   de   Pfk-2   de   mayor

labilidad   y   propiedades   cineticas   diferentes,   llamada  Pfk-2*.   Cepas   con

altos   niveles   de   Pfk-2*   crecen   bien   en   azdcar`es,   pero   muy   lentamente  en

compuestos  gluconeog6nicos.

Pfk-2   y   Pfk-2*   se   pur`ificaron   a  par`tir`   de   cepas   con  una   elimina-

ci6n   completa   del   gen   estr`uctural   de   Pfk-1   (pfkA)   y   la   mutaci6n   pfkB1.

En  el  caso  de  pfk-2i.,   1as  cepas  contenian  ademas  la  mutaci6n  pfkBIO.

Estudios    cin6ticos    pr`eliminar`es    de    Pfk-2   y   Pfk-2*   indicaron   que

ambas    enzimas    diferian    en   el    tipo    de    inhibici6n   pop    fr`uctosa-1,6-P2

cuando   fructosa-6-P  era  el   sustr`ato  var`iable,   1o  que  sugiri6  diferencias

estructurales  en  el  sitio  activo  de  las  mismas.   Esta  difer`encia  estr`uctu-

r`al    se    pudo    establecer    estudiando    el    mecanismo   cin6tico    de    Pfk-2   y

Pfk-2* .

Para    ambas    enzimas    las    g.raficas    pr`imal`ias    de    dobles    r`eclprocos

(1/v    en    funci6n   de    1/s)    fuer`on    lineales   par`a   ambos   sustratos,    ATP   y

fr`uctosa-6-P.    Ademas,    las    lineas    se    in.tersectaron   en   un   punto   a    la

izquier`da    de    la    or`denada,     indicando    una    adici6n    consecutiva    de    los

sustr`atos   a   las   enzimas   y   la   for`maci6n   de   un   complejo   ternario  previo  a

la    liberaci6n    de    los   productos.    Cuando   se   us6   una   r`az6n   constante   de
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concentraci6n    de    ambos    sustr`atos    y    se    hizo    la    grafica    de    dobles

r`eciprocos   con   respecto   a   cualquier`a   de   ellos,   se   obtuvo  una   par`abola,

1o  que  apoy6  un  mecanismo  en  secuencia.

Para   conocer   el   orden   de   interacci6n   de   los   sustratos   con   las

enzimas   se   r`ealizaron   estudios   de   inhibici6n   por  pr`oducto.   Para   Pfk-2,

fr`uctosa-1,6-P2   se   compor`t6   como   un   inhibidor   competitivo   con   respecto

a   fructosa-6-P   a   dos   concentraciones   de   ATP    (0,1   y   0,4   mM);   en   cambio

la    inhibici6n    de    fructosa-1.6-P2    con   r`especto    a   ATP    fue    de    tipo    no

competitivo.    La    inhibici6n    de   ADP   en   r`elaci6n   a   ATP   o   a   fructosa-6-P

fue  de  tipo  no  competitivo.

Par`a   Pfk-2*   se   obtuvo   inhibici6n   competitiva   de   ADP  con  respecto

a     ATP     a     dos     concentr`aciones     de     fr`uctosa-6-P     (0,05    y     0,5     mM),     e

inhibici6n   no   competitiva   de   ADP   con   respecto   a   fr`uctosa-6-P.    El   otr`o

pr`oducto  de  la  r`eacci6n,   fructosa-1,6-P2,   mostr6  inhibici6n  no  competiti-

va  con  r`especto  a  ambos  sustr`atos,   ATP  y  fr`uctosa-6-P.

Los    r`esultados   obtenidos    de    los    estudios    de    inhibici6n   por`   los

pl`oductos    per`mitier`on   postular    los    siguientes    mecanismos    en   secuencia

or`denada  par`a  Pfk-2  y  Pfk-2*:

Pfk-2 :

Pfk-2* :

F6P                         ATP

''

ADP                           FOP

''
E                  E-F6P                   ( E-F6P-ATP )                   E-FOP                  E

ATP                         F6P FOP                           ADP

E                   E-ATP                   ( E-ATP-F6P )                    E-ADP                   E
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Par`a   Pfk-2,    fructosa-6-P   sepia   el   primer`   sustr`ato  en  unirse   a  la

enzima   y    fructosa-1,6-P2    el    dltimo   producto    liberado.    En    el    caso    de

Pfk-2*,    ATP   seria   el   primer   sustrato   que   intel`acciona   con   la   enzima  y

el  dltimo  pr`oducto  liberado  serfa  ADP.

Los    mecanismos    pl`opuestos    anteriormente    se    confirmaron   mediante

el    uso    de    inhibidores    de    punto   muer`to.    Para    Pfk-2   se   us6   r`ibosa-5~P

como   analogo   de   fructosa-6-P   y   AMP-PNP   como   analogo   de   ATP.   Se   obtuvo

inhibici6n    competitiva    de    ribosa-5-P    con    respecto    a    fr`uctosa-6-P    e

inhibici6n   no    competitiva   cuando   ATP   fue   el   sustr`ato   variable.    Cuando

se   us6   el    inhibidor`   de   punto   muerto   AMP-PNP,    la   inhibici6n   fue   de   tipo

competitivo    con   respecto    a   ATP   y   de   tipo   incompetitivo   en   r`elaci6n   a

fructosa-6-P .

En    el    caso    de    Pfk-2*    los    inhibidor`es    de    punto    muerto    usados

fuer`on    AMP-PNP   y   sorbitol-6-P.    AMP-PNP   pr`esent6   inhibici6n   competitiva

en    r`elaci6n    a    ATP    e    inhibici6n    no    competitiva   en   relaci6n   al    otr`o

sustr`ato,    fr`uctosa-6-P.   Cuando   se   estudi6   el   efecto   inhibidor`   de   sorbi-

tol-6-P  usando   fructosa-6-P  como  sustr`ato  variable,   se  obtuvo  inhibici6n

competitiva.   La  inhibici6n  de  sor`bitol-6-P  versus  ATP  fue incompetitiva.

Tanto   en   los   estudios   de   inhibici6n   por`   producto   como   en   los   por`

analogos    de    los    sustratos    las    gr`aficas    secundar`ias    de    pendientes    e

intersecciones,    obtenidas   de   graficas   de   dobles   r`ecfpr`ocos,    en   funci6n

de   la   concentr`aci6n   de   inhibidor`,   fueron  lineales,   indicando  la  ausencia

de  complejos   de  punto  muer`to.
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Par`a   Pfk-2   y   Pfk-2*   se   obtuvo   inhibici6n   incompetitiva  cuando   se

estudi6   la   inhibici6n   por`   el   analogo   del   segundo   sustr`ato   en   relaci6n

al    primer    sustr`ato    que    se    adiciona    a   la   enzima,    confir`mando   asi   los

mecanismos  en  secuencia  ordenada  pr`opuestos  anterior`mente.

Una   caracter`istica   comdn   a   la   mayoria   de   las   fosfofr`uctoquinasas

estudiadas   es   su   inhibici6n   por`   ATP.   Sin   embar`go,   el   analisis   cin6tico

de    enzimas    que    catalizan    reacciones    donde    par`ticipan   nucle6tidos    es

complicado,    debido   a   la   multiplicidad   de   especies   que   pueden   unir`se   a

|a    enzima    (MgATP-2,   ATP-4,   Mg+2).    Par`a   Pfk-2   y   Pfk-2#   el    sustrato   fue

MgATP-2.     Los    parametros    cin6ticos     (Kin    y    Vmax)     de    ambas    enzimas    par`a

este    sustrato,     no    se    modificaron    significativamente    al    aumentar    la

concentraci6n  de  Mg+2  |ibre.

Pfk-2   fue   inhibida   por   MgATP-2   (orden   milimolar)   cuando   el   ensayo

se     r`ealiz6     a    bajas     concentraciones    de    fr`uctosa-6-P     (0,1    mM).     Esta

inhibici6n   fue   r`ever`tida   al   aumentar`   la  concentraci6n   de   fr.uctosa-6-P   a

1    mM.     Tambi6n    fue    posible    r`evertir`    par`cialmente    esta    inhibici6n    al

aumentar    la    concentr`aci6n    de    Mg+2    libr`e.    La    inhibici6n   de    Pfk-2    pop

MgATP-2   fue   cooper`ativa,    con   un   coeficiente   de   Hill   de   aproximadamente

1,5.   Un.aumento   en   la   concentraci6n   de   Mg+2   libre   r`esult6   en  un  aumento

de   la  constante   de   inhibici6n  apar`ente,   sin  cambio  en  el   coeficiente  de

Hill .

Pfk-2*   no   fue   inhibida  por  MgATP-2   a  ninguna   de   las   concentr`acio-

nes   de  fructosa-6-P  empleadas   (0,05;   0,1  y  1,0  mM).

Otr`a   condici6n   que   afect6   la   inhibici6n   de   Pfk-2   pop   el   complejo

metal-nucle6tido    fue   el   pH   del   medio   de   reacci6n.    Al   contr`ario   de   lo
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que    ocurr`e    con    la   enzima   pr`oveniente    de    mamifer`os,    la    inhibici6n    de

Pfk-2   de   E.    coli   rue   mss   pronunciada   a  pH   alcalino.   Pfk-2*   no   present6

inhibici6n  por  MgATP-2  en  todo  el   inter`valo  de  pH  estudiado   (5,5  a  9,0).

Activador`es     de     la    fosfofructoquinasa    de    mamiferos     tales    como

CAMP,   AMP   o  ADP   no  modificaron   la   inhibici6n   de   Pfk-2  pop  MgATP-2.

La  actividad  de  Pfk-2  y  Pfk-2*  se  ensay6  usando  distintos  nucle6si-

do-trifosfatos    como   sustr`atos.    Tanto   GTP,    CTP,   UTP   e   ITP   actuar`on   como

su§tratos    para   ambas    enzimas,    pero    los   valor`es    de    las   constantes    de

Michaelis  resultar`on  apr`oximadamente  10  veces  mss  altos  que  el  cor`respon-

diente    a   ATP.    Todos    los   complejos   metal-nucle6tidos   usados   pr`ovocar`on

una    inhibici6n    de    Pfk-2    menor    que    la    de    MgATP-2,    indicando    que    la

inhibici6n   pop   este   complejo   es  bastante   especifica.   Pfk-2*   no   present6

inhibici6n  por  ninguno  de  los  complejos  metal-nucle6tido  usados.

La    otra    especie    i6nica    impor`tante    en   el   equilibrio   entre   ATP   y

Mg+2   es   ATP-4.    Este   compuesto   actu6   como   inhibidor   de   Pfk-2   y   Pfk-2#   a

dos    concentr`aciones    de    fructosa-6-P    (0,10   y    1.0   mM).    Al    graficar    el

valor   recipr.oco   de   la   velocidad   de   la   r`eacci6n   catalizada   por   Pfk-2  y

Pfk-2*   en   funci6n   del   valor   reciproco   de   la  concentr`aci6n  de   MgATP-2,   a

distintas     concentraciones    de    ATP-4     (0:     5    y    11    HM),     se    obtuvo    una

familia   de,  lineas   rectas   que   se   inter`sectar`on  en   la  ordenada,   indicando

una   inhibici6n   competitiva.   Las   constantes   de   inhibici6n  pop   ATP-4   papa

Pfk-2   y   Pfk-2*,    obtenidas   de   los   exper`imentos   anter`iores,   fuer.on   de   10

y   8   }iM   r`espectivamente.    Estos   resultados   sugieren   que   la   inhibici6n   de

ambas    enzimas    pop    ATP-4    ocur`re    pop    uni6n    de    este   compuesto   al   sitio

activo    y    que    la    inhibici6n    de    Pfk-2   pop   MgATP-2    surge    debido    a   la
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presencia   de   un   sitio   alost6rico  para  este  nucle6tido  en  la  enzima,   el

que   estaria   alter`ado   en   Pfk-2*   a  consecuencia  de  la  mutaci6n  estr`uctural

pfkBIO.

Un  mecanismo   regulador`   impor`tante   de   la  actividad  de  la  fosfofruc-

toquinasa   ocur`re   a   tl`av6s   de   cambios   en   su   estado   de   agr`egaci6n,   debido

a     la    uni6n    de     sustratos    y    efectores.     Al    r`ealizar`    exper`imentos    de

ultracentr`ifugaci6n   en   gradiente§   de   sacar`osa   en   pr`esencia   de   MgATP-2   1

mM,    Pfk-2   sediment6   como   un   tetr`amer`o,    en   tanto   que   Pfk-2*   1o  hizo  como

un    dimero.    En   ausencia   de    ligandos,    ambas   enzimas   sedimentar`on   como   un

dimero.    Estos    r`esultados    sugier`en    que    el    estado    de    agr`egaci6n    de    la

enzima  esta  I`elacionado  con  el  sitio  alost6r`ico  par`a  MgATP-2  de  Pfk-2.

Papa   relacionar`   mas   clar`amente   el   cambio   en   el   estado   de   agr`eEa-

ci6n   de   Pfk-2  y   la  regulaci6n   de   su   actividad,   se   estudi6   el   efecto   de

la    concentraci6n    de    fructosa-6-P    en    la    transici6n    dlmer`o-tetramer`o,

dado   que   este   sustr`ato   es   capaz   de   revertir`   el   efecto   inhibitorio   del

nucle6tido.     A    concentraciones    bajas    de    ambos    sustr`atos    (0,10   mM)    el

estado    de    agr`egaci6n   de   Pfk-2   y   Pfk-2*    fue   el    correspondiente    a   un

dimer`o.     A    concentraciones    bajas    de    fr`uctosa-6-P     (0,10    mM)     y    a    una

concentr`aci6n    inhibitor`ia    de    MgATP-2    (4  mM),    Pfk-2    sediment6    como    un

tetr`amer`o.     En    cambio,     a    la    misma    concentraci6n    de    MgATP-2    y    a    una

concentr`aci6n    de    fructosa-6-P    de    1,0    mM,    la   enzima   sediment6   como   un

dlmero.        Esto    es,    fructosa-6-P    fue    capaz    de   revertir`   el    efecto   de

MgATP-2   tanto   sobre   la   actividad   de   la   enzima   como   sobr`e   su   estado   de

agl`egaci6n.   Pfk-2*   sediment6   como   un   dfmero  en  ambas  condiciones  exper`i-
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mentales.    Pop   otra   par`te,    ATP-4,    un   potente   inhibidor   de   la   reacci6n

cat;alizada    por    Pfk-2    y    Pfk-2*,    no    tuvo    efecto    sobre    el    estado    de

agr`egaci6n  de  las  enzimas.

En    presencia    de    los    pr`oductos    de    la    reacci6n,    ADP    y    fructo-

sa-1,6-P2,     ambas     enzimas     sedimentar`on    como    un    dimero.     Sin    embargo,

cuando   la   sedimentaci6n   de   soluciones   de  Pfk-2  se  hizo   en  presencia   de

MgATP-2   1   mM   y   MgADP-1   1   mM,    la   enzima   estuvo   presente   como   un  tetr`ame-

ro,    indicando   que   este   pr`oducto   es   incapaz   de   impedir   la   tetr`amer`iza-

ci6n.   Estos   resultados   se  pueden  correlacionar  con  los   datos   cineticos,

los   cuales   muestran   que   la   inhibici6n   de   Pfk-2  pop  MgATP-2  no  puede  .ser

r`evertida  por`  ADP.

El    estado    de    agr`egaci6n    de    Pfk-2    fue    el    cor`r`espondiente    a   un

dimer`o,   cuando   esta  enzima  se   someti6  a  ultr`acentrifugaci6n  en  presencia

de   MgATP-21   mM   y   FDP   1   mM.   Papa   Pfk-2,    fructosa-1,6-P2  es  un  inhibidor

competitivo   en   r`elaci6n   a   fructosa-6-P,   de   modo   que   es   probable   que   la

uni6n     de     ambos     azticar`es     fosfato     pr`oduzca    un     cambio     conformacional

similar`   en   la   enzima,   el   que   pr`ovocaria   concomitantemente   la  p6rdida   de

la    sensibilidad    a    la    inhibici6n    pop    MgATP-2    y    la    incapacidad    de

experimentar  la  conversi6n  de  dimer`o  a  tetr`amel`o.

De    los    r`esult;ados    anterior`es    se    desprende    que    la   I`egulaci6n   de

Pfk-2    comprende,    pop    una    par`te,     la    inhibici6n    de    la    actividad    por`

MgATP-2   y,    pop   otr`a,    efectos   mss   complejos   relacionados   con   el   estado

de  agregaci6n  de  la  proteina.

Los   datos   presentados   concuerdan   en   que   la  r`egulaci6n  de   Pfk-2   se

hace    mediant;e     cambios     conformacionales     en    respuesta    a    la    uni6n    de
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mol6culas    efector`as   y   que   el   proceso   de   tetr`amer`izaci6n   podr.£a   servir

como  indicador`  de   tales  cambios.
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ABSTRACT

The   wild   type   strain   of   E.    coli contains   an   alloster`ic   phospho-

fructokinase    which    is    the    main    isozyme    (Pfk-1)    and    a   minor    isozyme,

Pfk-2,     originally    thought    to    be    nonallosteric.     The    pfkBl    mutation

increases    the    amount   of   Pfk-2,    restor`es   growth   on    sugar`s    to   strains

lacking  Pfk-1   and   does   not  affect   the   rate   of  gluconeogenic   growth.   The

p±±±±9  mutation   pr`oduces   an   altered   form   of  Pfk-2,   called  Pfk-2*,   which

is   mor`e   labile   and   has   differ`ent   kinetic   proper`ties.   Str`ains   with  high

levels   of  Pfk-2*   grow  well   on   sugars   but   are   mar`kedly   impair`ed  in  their

growth  on  gluconeogenic  compounds.

Pfk-2    and    Pfk-2+    were    purified    from    strains    car`rying    both    a

deletion   of   the   structural   gen  of  Pfk-1   (g£±±)   and  the  8¥  mutation.

In  the  case  of  Pfk-2*,   the  strains  also  contained  the  pfkBIO  mutation.

Preliminar`y    kinetic     studies     showed     that     both     enzymes     have     a

differ`ent   type   of   inhibition   by   fructose-1,6-P2   when   fructose-6-P   was

the   variable   substrate,    fact   which   suggests   str.uctur`al   differences   in

the   active   site   of  Pfk-2  and  Pfk-2J'.   This   difference  was   established  by

studying  the  kinetic  mechanism  of  the  enzymes.

For    both    enzymes    the   double   reciprocal   plots    (1/v   versus 1/s)

were   linear   for  both  substrates  ATP  and   fructose-6-P.   A  family  of  lines

intersecting   above   the   abcissa   was   obtained,    indicating   a   consecutive

order  of  addition  of  the   substrates   to   the  enzymes  and   the  for`mation  of

a  central   ternary  complex  pr`evious   to  product  release.   When   the  concen-

tration  of  both  substrates  was  varied  in  a  constant  ratio,   the  recipro-

cal    plots    could    be    fitted    to    a   parabola,    fact    which    supports    the

sequential  mechanisms.
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In  or`der   to   study  the  or`der  of  interaction  of  the  substl`ates  with

the   enzymes,    pr`oduct   inhibition   studies   wer`e   car`ried   out   for`  Pfk-2   and

Pfk-2*.    For    Pfk-2,    fructose-1,6-P2    was    a    competitive   inhibitor   with

r`espect   to   fr`uctose-6-P   at   two   ATP   concentrations   (0.1   and   0.4   mM).   On

the   other   hand,    the   fr`uctose-1,6-P2   inhibition   was   noncompetitive  with

respect   to   ATP.   The   other`   pr`oduct,   ADP,   showed  noncompetitive  inhibition

versus  either`  ATP  or`  fr`uctose-6-P.

For    Pfk-2i{    the    inhibition   by   AI)P   with   respect   to   ATP,    at    two

fructose-6-P     concentrations     (0.05     and    0.5    mM)    was    competitive.     The

other   product   inhibitions,   ADP   versus

ver`sus

fructose-6-P,   and  fructose-1,6-P2

either`  ATP  or`  fructose-6-P,   wer`e  noncompetitive.

Fr`om    the    r`esults    of   pr`oduct   inhibition   studies    is   possible   to

postulate    the    following    order`ed    sequential    mechanisms    for   Pfk-2   and

Pfk-2* :

Pfk-2 :

Pfk-2* :

F6P                         ATP

''

ADP                     FDP

E                  E-F6P                   ( E-F6P-ATP )                   E-FDP                  E

ATP                         F6P

''

FOP                           ADP

E                   E-ATP                   ( E-ATP-F6P )                   E-ADP                   E
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For   Pfk-2,    fructose-6-P   would   be   the   first   substrate   to   add   to

the   enzyme   and   fructose-1,6-P2   the   last  pr`oduct   to  be   released.   In  the

case    of   Pfk-2i£,    ATP   would   be   the   first   substr`ate   that   interacts   with

the  enzyme  and  ADP  the  last  pr.oduct  I`eleased.

The    proposed    kinetic    mechanisms    wer.e    confir`med    by    the    use    of

dead-end   inhibitor`s.    For   Pfk-2,    r`ibose-5-P   was   used   as   an   ATP   analog.

Ribose-5-P   was   found  to  be   a  competitive   inhibitor  against  fr`uctose-6-P

and    noncompetitive    with    respect    to   ATP.    When    the    dead-end    inhibitor

AMP-PNP   was   used,    the   inhibit;ion   obtained   was   competitive   with   r`espect

to  ATP  and  incompetitive  against  fr`uctose~6-P.

In   the   case   of   Pfk-2*,    the   dead-end   inhibitor`s   used  were   AMP-PNP

and   sor`bitol-6-P.   AMP-PNP   presented   a  competitive  inhibition  in  r`elation

to   ATP   and   noncompetitive   in   relation   to   the   other   susbstrate,   fr.uc-

tose-6-P.   When   the   inhibitor`y   effect   of   sorbitol-6-P  was  studied  using

fructose-6-P    as    the    variable    substr`ate,     competitive    inhibition    was

obtained.   The  inhibition  of  sorbitol-6-P  ver`sus  ATP  was incompetitive.

For    both   the   product   and   substr`ate   analogs   inhibition   studies,

the   secondary   plots   of   slopes   and   intercepts   of   t;he   double   r`ecipr`ocal

plots   in   r`elation   to   the   inhibitor   concentr`ation  were  linear.,   indicat-

ing  the  absence  of  dead-end  complexes.

For`    Pfk-2    and    Pfk-23`,     inhibition    by   the   analog   of   the   second

substrate    to    add   to   the   enzyme   was   uncompetitive   with   r`espect   to   t;he

first;    substrate   to    add,    confir`ming   the   or`der`ed   sequential   mechanisms

proposed  above.
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ATP    inhibition    is    a    common    character`istic    to    almost    all    the

phosphofr`uctokinases    studied.    However`,    the   kinetic   analysis   of   enzymes

that  catalized  r`eactions  involving  nucleotides  can  become  very  complicat-

ed    because    of    the    multiple    ligand    species    that    can    bind    to    these

enzymes   (MgATP2-,   ATP4-,   Mg2+).   For   Pfk-2   and   Pfk-2*   the   true   substrate

was   MgATP2-.    The   kinetic   parameters    (Kin   and   Vmax)    of   both   enzymes   for

this    substr`ate   were   not   significantly   modified   by   an   increase   in   the

fr`ee  Mg2+   concentr`ation.

Pfk-2    was     inhibited     by    MgATP2-    when    the    enzymatic    assay    was

per`formed   at   low   fr`uctose-6-P   concentr`ations    (0.1   mM).    This   inhibition

was    r`elieved    by    an    incr.ease    in    the    fl`uctose-6-P   concentr`ation.    This

inhibition   was   also   par`tially   r`elieved   by   an   increase   in   the   fr`ee   Mg2+

concentration.   The   inhibition   of  Pfk-2   by   MgATP2-   is   cooper`ative  with   a

Hill   coefficient   of   1.5.   An   incr`ease   in   the   fr`ee   Mg2+   concentr`ation  did

not   affect   the   Hill   coefficient,   but   increased   the   appar`ent   inhibition

Constant   for  MgATp2-.

Pfk-2*   was   not   inhibited   by   MgATP2-   in   the   r`ange   of   fr`uctose-6-P

concentr`ations   employed   (0.05,   0.1   and   1.0  mM).

Another`   condition  that  affects   the  Pfk-2   inhibition  by   the  metal-

nucleotide   complex,    was   the   pH   of   the   assay   mixtur`e.    Contr`ary   to   that

which   is   observed   with   the   mammalian   enzyme,   the   inhibit;ion   of   E.   coli

Pfk-2    was    much   greater`   at    alkaline    pH.    Pfk-2*    was    not    inhibited    by

MgATP2-in   the  pH  r`ange   studied   (5.5  to  9.0).

Activators   of   mammalian   phosphofructokinases   such   as   CAMP,   AMP   or`
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ADP  did  not  modified  the  Pfk-2  inhibition  by  MgATP2-.

The   Pfk-2   and   Pfk-2#   activity   was   assayed  using  differ`ent  nucle-

osides    triphosphate    as    substrates.     GTP,     CTP,     UTP    and    ITP    acted    as

substr`ates   for   both   enzymes.   but   with   Michaelis   constants   appr`oximately

ten    times    gr`eater`    than   the   corresponding   one   for   ATP.    All   the   nucle-

otide-metal     complexes     tested    wer`e    weaker     inhibitors    of    Pfk-2     than

MgATP2-,     indicating    that    the    inhibition    by    this    complex    is    highly

specific.     Pfk-2*    was    not    inhibited    by    any    of    the    metal-nucleotide

complexes   tested.

The   other   important   ionic   species   in   the   equilibr`ium   between   ATP

and   Mg2+    is    ATP4-.    This    compound    acted   as   an   inhibitor   of   Pfk-2   and

Pfk-2*    at    two    fructose-6-P    concentr`ations    (0.1   and   1.0   mM).    When   the

r`ecipl`ocal   values   of   the  velocity  of  the   Pfk-2   and   Pfk-2*   reaction  were

plotted   as   a   function   of   the   r`ecipr`ocal   values   of   the   MgATP2-   concen-

trations,    at   different   ATP4-concentrations   (0;   5   and   11  HM),   a   family

of    lines    intersecting    in    the    ordinate    was    obtained,     indicating    a

competitive    inhibition.    The    inhibition   constants   for`   Pfk-2   and   Pfk-2*

by   ATP4~   were   8   and   10  HM   respectively.   These   r`esults   suggest   that   the

inhibition    of    Pfk-2    and    Pfk-2+    by    ATP4-    ocurr`s    by   binding   of   this

compound    at     the    active    site    of    both    enzymes,    and    that    the    Pfk-2

inhibition  by   MgATP2-   is   due   to   the   existence   of  an   alloster`ic  site  for

this    nucleotide    in    the   enzyme   which   would   be   altered   in   Pfk-2*   as   a

consequence  of  the  str`uctural  mutation  pfkB10.

An   important   regulatol`y   mechanism   of  phosphofructokinase   activity

occurs   through   changes   in   its   aggregation  state  by  binding  of  substr`ates
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and     effector`s.     When    sucr`ose    gr`adient    ultr`acentr`ifugation    exper`iments

were   performed    in    the   pr`esence   of   1   mM   MgATP2-,   Pfk-2   sedimented   as   a

tetramer`,   wher`eas   Pfk-2#   sedimented   as   a   dimer`.    In   the   absence   of  added

ligands,    both   enzymes   sedimented   as   diners.    These   results   suggest   that

the    alloster`ic    site    for   MgATP2-,    pr`esent   in   Pfk-2,    is   related   to   the

aggregation  state  of  the  enzyme.

In    or`der    to    cor`r`elate    the    aggr`egation    state    of   Pfk-2    and    the

regulation   of   its   activity,    the   diner-tetr`amer   tr`ansition   was   studied

at   var`ious   fr`uctose-6-P  concentr`ations,   since   this   substrate   is   able   to

relieve   the   nucleotide   inhibitory   effect.   At   low  concentr`ations   of  both

substrates    (0.10   mM)    the   aggr`egation   state   of  Pfk-2   and   Pfk-2*   was   the

one   cor`responding   to   a   diner.    At   a   low   fructose-6-P   concentr`ation   (0.1

mM)     and     at     an     inhibitory     concentration     of     MgATP2-     (4     mM),     Pfk-2

sedimented    as    a    tetramer`.    However,    at    the    same   MgATP2-   concentr`ation

but   at   a   higher   fr`uctose-6-P   concentration   (1.0  mM),   the  enzyme  sedimen-

ted   as   a   diner.    Hence,   fructose-6-P  was   able   to   counteract   the   MgATP2-

effect   upon   the   activity  of  the   enzyme   as  well   as   upon   its   aggr`egation

state.    Pfk-2*    sedimented    as   a   diner   in   both   conditions.   On   the   other

hand,   ATP4-,    a   potent   inhibitor  of  the   reaction   catalyzed   by   Pfk-2   and

Pfk-2il,   had  no  effect  upon  the  aggregation  state  of  the  enzymes.

In    the    pr`esence    of   the   pl`oducts   of   the   reaction,    ADP   and   fr`uc-

to§e-1,6-P2,     both     enzymes     sedimented     as     dimer`s.     However.     when     the

sedimentation   of   Pfk-2   solutions   wer`e   per`formed   in   the   presence   of   1  mM

MgATP2-   and    1    mM   ADP,    the   enzyme   was   present   as   a   tetr`amer,    indicating

that    this    product    is    unable    to   prevent    the    tetramerization   of   the
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enzyme.    These   results    can   be    cor`r`elated   with   the   kinetic   data,   which

show    that    the   MgATP2-   inhibition   of   Pfk-2   cannot   be   r`everted   by   ADP.

When     Pfk-2     sedimented     in     the     pr`esence     of     1    mM    MgATP2-     and     1     mM

fr`uctose-1,6-P2,    the   enzyme   was   a   dimer`.    For   Pfk-2,    fr`uctose-1,6-P2   is

a   competitive   inhibitor   in   r`elation   to   fructose-6-P,   so   it   is   likely

that    the    binding    of    both    sugar    phosphates    br`ings    about    the    same

confor`mational    change    in   the    enzyme,    which   r`esults    in   a   loss   of   the

MgATP2-inhibitability  and  of  its  susceptibility  to  tetramerize.

From   the   above   r`esults    it   appear`s   that   the   r`egulation   of   Pfk-2

involves    on    one    hand,    inhibition    by    MgATP2-,    and    on   t;he   other.,    mor`e

complex  effects  r`elated  with  the  aggregation  state  of  the  protein.

The  data  pr`esented   in  this  wor`k  are   consistent  with  the  idea  that

r`egulation   of   Pfk-2   is   mediated  by   str`uctural   changes   in   the   enzyme   in

r`esponse    to    the    binding    of    effector`   molecules   and   that   the   tetram-

erization  process  could  be  an  indicator`  of  these  changes.
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INTRODUCCI0N

Regulaci6n  enzimatica

La   modulaci6n   de   una   via   metab6lica   se   puede   logr`ar   mediante   la

modificaci6n   de   la   actividad   de   la   enzima   limitante   de   la  velocidad   de

la   via,   la   que   suele   denominarse  enzima  r`eguladora.   Esto  puede  realizar`-

se     a    trav6s    de    dos    mecanismos:     1)    modificaci6n    de    la    cantidad    de

mol6culas  de  enzima  y  2)   modificaci6n  de  su  actividad  catalftica.

La   concentr`aci6n   celular`   de   enzima   se   modula  mediante   el   contr`ol

de   la   velocidad   de   sintesis,   de   la  velocidad   de   degradaci6n   o   de   ambos

a    la   vez    (Schimke   y   Doyle,    1970).    La   actividad   catalltica   puede   a   su

vez    r`egularse    de    varias    maner`as.     Entre    6stas    estan    la   modificaci6n

covalente   catalizada   por   otr`as   enzimas   (Holzer`   y   Duntze,   1971;   Statdman

y   Chock,   1978)   y   la   inter`acci6n  alost6rica  con  activadol`es  o   inhibidor`es

(Monod     y     col.      1963     y     1965;     Koshland,     1970;     Statdman,     1970).     Como

resultado    de    estas    inter`accione§    pueden    ocur`r`ir`    cambios    conformacio-

nales   que   alter`en   la   inter`acci6n   entre   cadenas   polipeptfdicas,   cambios

en    el    estado    de    agr`egaci6n    de    la   enzima,    o   una   combinaci6n   de   ellos

(Hammes,    1982a).    A   nivel   fisiol6gico.    es   pr`obable   que   el   problema   sea

mss    complejo   y    que   mecanismos   r`egulador`es    tales   como   cambios   confor`ma-

cionales  y  reacciones  de  polimer`izaci6n-despolimerizaci6n,   ocur`ran  simul-

taneamente .

Se   ha   estudiado   el   mecanismo   de   regulaci6n   de   la   actividad   de  una

gran   variedad   de   enzimas   consideradas   claves   en   la  regulaci6n  metab6li-

ca.     Sin     embar`go     s61o     en    algunos     casos     se     ha    comprobado     que     los



mecanismos     regulador`es     obser.vados     in     vitr`o     cor`r`esponden     a    los     que

probablemente   oper`an   en   la   regulaci6n   in  vivo.   A   este   r`especto,   el   uso

de   mutantes   de   E.   coli   ha  r`esultado   ser  una  met6dica  dtil  en  el  estudio

de    aspectos    fisiol6gicos    del    metabolismo    de    los    hidr`atos    de    car`bono

(Fraenkel    y    Vinopal,     1973;    Fr`aenkel,    1981).    Al    utilizar`    mutantes    es

posible   averiguar   el   papel   fisiol6gico   de   enzimas  r`egulador.as,   estudiar

la    funci6n    de    las    isoenzimas    en    el    metabolismo   y   poner`    a   pr`ueba   la

funci6n  que  normalmente  se  le  reccinoce  a  una  via  metab6lica.

Dada    la   complejidad   estructural    de    las    enzimas   reguladol`as,    el

conocimiento    acerca   de    su   relaci6n    entre    estr`uctur`a   y   funci6n,    dista

mucho   de   ser.   completo.   Tal   es   el   caso   de   fosfofr`uctoquinasa,   una  enzima

consider`ada   cr`ucial   par`a  la  r`egulaci6n   de   la  glic6lisis,   cuya  actividad

esta  regulada  pop   una  var`iedad   de   efectores,   asf   como   pop  cambios  en  su

estado  de   agregaci6n   (Hammes,1982a;   Bloxham  y  Lal`dy,1973).

Fosfofructoquinasa

La    fosfofructoquinasa    cataliza   la   fosforilaci6n   de   fr`uctosa-6-P

Papa  formar  fr`uctosa-1,6-P2  en  pr.esencia  de  ATP  y  Mg+2

fructosa-6-P    +    ATP        -       fructosa-1,6-P2    +    ADP    +    H+

Uyeda     ('1979)     se    ha    r`efer`ido    a    los    antecedentes    hist6ricos    mag

importantes    de    esta   enzima.    La   reacci6n   rue    descubierta   en   1935   pop

Dische   en   g16bulos   rojos   y   en   1936   pop   el   grupo   de   Ostern   en  mdsculo.

Negelein   en   1936   y   Cor`i   en   1941   1e   atribuyer`on   un   rol   r`egulador   a   la



enzima,    al    obser`var`    que    la    administr`aci6n   de   epinefr`ina   a   mdsculo   de

rana   causaba   una   acumulaci6n   de   hexosa-monofosfato   con   un   aumento   muy

pequefio    de    acido    lactico.    Port   otr`a   parte,    en   1943   Engelhar`dt   y   Sakov

encont;r`ar`on    que    la    enzima    era    muy    sensible    a   la   acci6n   de    agentes

oxidantes,    efecto   que   explicaba   el   rol   de   6sta   en  la  r`egulaci6n  de   la

glic6lisis    durante    el    cambio    de   condiciones    anaer6bicas   a   aer`6bicas.

Posterior`mente   Aisenberg  y   col.    (1957)   postular`on   a  un   inter`mediario   de

la   fosforilaci6n   oxidativa   como   el   responsable   de   la   inhibici6n   de   la

enzima   y   de   la   pequefia   acumulaci6n   de   fructosa-1,6-P2   obser`vada  cuando

la  glucosa  se  metaboliza  aer`6bicamente.

En   1956   Lardy   y   Parks   obser`varon   que   el   ATP   inhibia   fuer`temente  a

la    fosfofr`uctoquinasa    de    mdsculo    y    sugir`ier'on    que    esta    inhibici6n

podrla    tener    un    rol    regulador    importante    en    el    metabolismo    de    los

hidratos    de    carbono.    Desde    ese    tiempo    a    la    fecha   son   numerosos    los

estudios   que   han   mostr`ado   l`a   complejidad   de   los   mecanismos   r`egulador`es

de  la  enzima  aislada  de  diver`sas  fuentes.

El   ndmero   de   efectores   que   influye  en  la  actividad  de  una  deter.mi-

nada    fosfofr.uctoquinasa,    asi   como   el   grado   de   inhibici6n   que   pr`esenta

frente   a   algunos   de   ellos,    var`ia   segdn   la   fuente   de   obtenci6n   de   la

enzima.    Por   ejemplo,    s6lo   unos   pocos   metabolitos   afectan   la   actividad

de    fosfofructoquinasas    bacterianas,     en    tanto    que    la    de    organismos

super`iores  esta  r`egulada  por  una  var`iedad  de  ellos.

Las   caracteristicas   cin6ticas  mss   impor`tantes   en  la  r`egulaci6n  de

la   mayoria    de    las   fosfofructoquinasas   son   las   siguientes    (Bloxham   y

Lar`dy,1973) :
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1)   Inhibici6n   por`   altas    concentraciones    de   ATP.    Generalmente   el

ATP  disminuye  la  afinidad  pop  el  segundo  sustrato  fr`uctosa-6-P.

2)   Inhibici6n  por  citrato  en  presencia  de  una  concentr`aci6n  inhibi-

dor`a   de   ATP.

3)   Reversi6n   de   la   inhibici6n   causada   por   ATP   por:   Pi,   AMP,    CAMP,

fructosa-6-P  y  fructosa-1,6-P2.

4)   Cooper`atividad   en   la  uni6n   de   fructosa-6-P.   Efector`es  negativos

disminuyen   la  afinidad   de   la  enzima  por`   fl`uctosa-6-P,   en   tanto

que  efectores  positivos  la  aumentan.

La   susceptibilidad   de    la   fosfofr`uctoquinasa   a   la   inhibici6n   por`

ATP    difier`e    significativamente    segdn    la    fuente    de    obtenci6n    de    la

enzima.   Las   f`osfofructoquinasas   de   higado,   mdsculo  y  cer`ebr`o  son  inhibi~

das   por   ATP.   La   enzima  proveniente  de  higado  es  inhibida  mss  fuertemente

por`   este   compuesto,    en   tanto   que   la   de   cer`ebl`o   pr'esenta  la   inhibici6n

menor   (Johnson  y  col.,1976;   Tsai  y  Kemp,1974).

La   enzima   de   C.   pasteurianum   (Uyeda  y  Kur`ooka,1970),   Ar`throbacter`

cr`ystallopoietes

(Kono   y   Uyeda,

(Ferdinandus    y    Clar`k,    1969),    Dictyostelym    discoideum

1974;   Baumann   y   Wr.ight,1968) ,   Flavobacterium   ther`mophi-

lum     (Yoshida     y     col.,      1971;     Yoshida, 1972),     Lactobacillus    casei    y

Lactobacillus   plantarum   (Doelle,   1972)   no   son  inhibidas  por  ATP.   Ademas,

las   tiltimas   cinco  presentan  curvas   de  velocidad  hiper`b6licas  con  respec-

to  a  fr`uctosa-6-P.

El   efecto   inhibitorio   de   ATP   disminuye   al   aumentar`  la  concentra-

ci6n    de    fr`uctosa-6-P.     Asimismo,     par`a    la    enzima    de    mdsculo    (Uyeda   y

Racker`,      1965),      cerebr.o     (Lowr.y     y     Passonneau,      1966),      diafr`agma     (Ui,
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1966),     cor`az6n     (Mansour    y    Ahlfor`s,     1968)     e    higado     (Kemp,     1971)     esta

inhibici6n    disminuye    al    aumentar`    el    pH    del    medio    de    r`eacci6n.     Sin

embargo,    la   enzima   de   levadura   es   mss   sensible   a   la   inhibici6n   por   ATP

a  pH  8.0  que   a  pH  6.0   (Lindell  y  Stellwagen,1968).

El  otro  efector`  impor`tante  en  la  r`egulaci6n  de  la  fosfofr`uctoquina-

sa    es    citrato,     el    cual    satisface    el    concepto    original    de    efector

alost6r`ico,     en    el    sentido    que    no    comparte    semejanza    estr`uctural    con

algdn    sustr`ato    o    pr`oducto    de    la    r`eacci6n.    La    acci6n    inhibidor`a    del

citr`ato     fue     descubierta     inicialmente     par    Gar`land    y    col.     (1963)     en

fosfofructoquinasa    de   coraz6n.    La   inhibici6n   fue   consider`ada   alt,amente

especifica   ya   que   otr`os   intermediar`ios   del   ciclo   de   Krebs   no   producian

inhibici6n.    Esto   contr`asta   con   lo   encontrado   par`a   la   fosfofr`uctoquinasa

de  cer`ebro   (Passonneau  y  Lowry,   1963)   donde  citr`ato,   malato,   cis-aconita-

to,    isocitr`ato,    succinato  y    cr-cetoglutar`ato,   son   todos   inhibidores   con

valor`es     de     K±     de     magnitud     milimolar`.     Dependiendo    de     la    fuente     de

obtenci6n    de    la    enzima,     la    acci6n    de    citr`ato    muestr`a    una    compleja

relaci6n    con    r`especto    a    la    concentraci6n    de    ATP.    Para    la    enzima    de

cor`az6n,    Pogson   y   Handle    (1966)    mostraron   que   la   acci6n   inhibidora   del

citrato   er`a    la   misma   a   concentraciones   inhibitor`ias   o   no   inhibitor`ias

de   ATP.   Sin   embar`go,    Passonneau   y   Lowry   (1963)   mostrar`on   que   el   citrato

inhibia  a  la  enzima  de  cerebr`o  de  rata  s6lo  en  pr`esencia  de  concentracio-

nes     inhibitor`ias    de    ATP.    Recientemente,    Ogawa   y    Atkinson    (1985)    han

mostrado  que  la  uni6n  de  GTP  y  de  ATP  al  sitio  catalitico  de  fosfofr`ucto-

quinasa  de  mdsculo  de  conejo  potencia  la  uni6n  de  citrato.

Otros   inhibidor`es   de   la   fosfofructoquinasa   son:   P-cr`eatina   (Uyeda
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y   Racker`,1965;    Kemp,1971;    Kr`zanowski  y  Matshinsky,1969),   3-P-glicera-

to    (Kemp,1971;    Kr`zanowski    y   Matshinsky,1969;    Kelly   y   Turner,1968),

2-P-glicer`ato    (Kemp,    1971;    Kr`zanowsky   y   Matshinsky,1969),   2,3-difosfo-

glicerato     (Kemp,     1971;     Tar`ui    y    col,     1972;     Kr`zanoswski    y    Matshinsky,

1969)    y    fosfoenolpir`uvato    (Uyeda   y    Backer,    1965;    Kemp,    1971;    Thomas    y

col.,     1972;     KI`zanowsky    y    Matshinsky,     1969;    Kelly   y    Tur`ner`,1968).    La

inhibici6n   de   la   enzima   par   estos    inter`mediar`ios   es   mss   pronunciada   a

valor`es     de     pH     menor`es     que     7,0     y     en     presencia     de     concentr`aciones

inhibitorias   de   ATP   (Kemp,1971;   Colombo  y   col.,1975).

AMP,     CAMP,    ADP,     Pi,     fructosa-6-P    y    fr`uctosa-1,6-P2    actdan    como

efector`es  positivos  de  la  fosfofr`uctoquinasa  de  mamifer`os,   contrarr`estan-

do   la  inhibici6n  de  6sta  por`  ATP  y  citr`ato   (Bloxham  y  Lardy,1973).

Recientemente   se   ha  descrito   al   fructosa-2,6-P2   como  el   activador

mss     potente     de     la     fosfofr`uctoquinasa.     Este     compuesto    es     capaz     de

r`ever`tir    la    inhibici6n   por   ATP   a   concentr`aciones   submicr`omolar`es   y   de

aument,ar`   1a   afinidad   de   la   enzima   por`   fructosa-6-P    (Van   Schaftingen   y

Hers,1981;    Uyeda   y   col.,1981).   Su   efecto   es   clar`amente   cooperativo   y

siner`gfstjco   con   CAMP   (Van   Schaftingen   y   Hers,    1981).    Sin   embar`go,    dada

la   interacci6n  de  este  metabolito  con  otros   efectores,   la  susceptibili-

dad   de   la   enzima   al   fr`uctosa-2,6-P2   depende   de   la   composici6n   del  medio

de     incubaci6n.     Se    ha    estimado    que    en    presencia    de    concentraciones

fisiol6gicas    de   ATP,    fr`uctosa-6-P.    AMP,    P±    y   NH4+,    la   Ka   Par`a   fr`ucto-

sa-2,6-P2    es    de    magnitud    micromolar    (Hers    y    Van    Schaftingen,    1982).

Consider`ando    que    en    el    higado    la    concentr`aci6n    de    fr`uctosa-1,6~P2    y

fructosa-2,6-P2    es    muy    similar   y    que   usualmente    cambian   en   pal`alelo,



par`eceria  que   el   fl`uctosa-1,6-P2  no   es   un   estimulador   fisiol6gico   de   la

fosfofructoquinasa,     al    memos    en    el    higado,     siendo    en    este    tejido

fr`uctosa-2,6-P2     el     efector    mss     impor`tante     (Hers    y    Hue,     1983).     Sin

embargo   en   el   mdsculo   la   situaci6n   no   es   tan   clar`a   (Hue  y   col.,1982;

Hue,   1982)   y   es   asi   como   se   han   suger`ido  mecanismos   adicionales  papa  la

regulaci6n   de    la   actividad   fosfofructoquinasica.   Uno   de   ellos   seria   a

tr`av6s  de  su  interacci6n  con  calmodulina.

Mediante   exper.imentos   de   inactivaci6n  y  reactivaci6n,   Mayr   (1984a)

ha    demostr`ado    que     la    uni6n    de    calmodulina    a    fosfofructoquinasa    de

mdsculo   promueve   la   disociaci6n   de   la   enzima   de   tetr`ameros   a   dlmeros.

Ademas,     esta    uni6n    pr`ovoca    un    cambio     confor`macional     lento     en     los

dimer`os,    con   una   p6r`dida   concomitante   de   la   actividad   catalitica.   Par`a

la    reactivaci6n    de     la    enzima    no    es    suficiente    la    r`emoci6n    de    la

calmodulina,    sino    que    se    r`equiel`e    de    cambios    en    la   concentr`aci6n    de

efector`es,   (MgATP-2,   fructosa-1,6-P2)   y  de  la  asociaci6n  calmodulina-fos-

fofructoquinasa.

A  trav6s   de  un  detallado   estudio  de   la  interacci6n  de   calmodulina

con   fosfofr`uctoquinasa   y   de   su   relaci6n   con  difer`entes   efector`es,   Mayr

(1984b)   ha   propuesto   que   esta   inter`acci6n   ocurr`e   bajo   una   var`iedad   de

condiciones   fisiol6gicas  y  que  calmodulina  podr`ia  ser  un  potente  efector

de  la  inactivaci6n  y  r`eactivaci6n  de  la  enzima.

Otr.o   mecanismo   r`egulador   importante   de   la  actividad   de   fosfofruc-

toquinasa   es   a  trav6s   de  reacciones  de  polimer`izaci6n-despolimer`izaci6n.

Tal   es   el   caso   de   la  enzima   de   mtisculo,   la   que   puede   existir`   en  var.ias

formas   polim6r`icas   interconver`tibles   (Aar.onson  y   Frieden,   1972;   Pavelich
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y    Hammes,     1973;     Parmeggiani    y    col.,1966;    Leonard   y    Walker`,1972).    A

concentl`aciones   fisiol6gicas   de   enzima   y   a   valores   de   pH   alr`ededor   de

7,0,    6sta   existe   como   un   tetramer`o.    Sin   embar`go,    a   valores   de   pH   mss

bajos    (6,0   a   7,0)    la   enzima   se   encuent,r.a   en   un   equilibr`io   entr`e   dimel`o

y    tetramer`o     (Pavelich    y    Hammes,     1973).     Tambi6n    existe    una    relaci6n

entr`e    el    estado   de   agregaci6n   y   la   actividad   especffica   (Lad   y   col..

1973;    Leonard   y   Walker.1972;    Aaronson   y   Frieden,1972).   El   dimero  y   el

mon6mer`o    poseen    actividad    enzimatica    baja    o    nula,     en    tanto    que    el

tetramer`o  y  agregados  mayores  poseen  la  misma  actividad  especifica.

Resultados     de     Lad    y    col.     (1973)    y    de    Hester`berg    y    Lee     (1982)

indican    que    los    activador`es    de    la    fosfofructoquinasa   estabilizan   la

for`ma   tetr`am6r`ica   mientras   que   el   citrato,    un   inhibidor   de   la   enzima,

estabiliza  agr`egados  menor`es.

Por   otr`a   parte,    el    fructosa-2,6-P2,    un   potente   activador   de   la

fosfofructoquinasa,    pr`omueve    la   agr`egaci6n    de    la   enzima   de   hlgado   de

r`ata  y   disminuye   la   disociaci6n   de   los   agregados   de   alto  peso  molecular`

a  concentr`aciones  relativamente  bajas  de  enzima   (Reinhar`t,1983).

Es   conveniente   destacar`   que   la   fosfofr`uctoquinasa  cataliza  una   de

las   r`eacciones   irr`ever`sibles   del   metabolismo   de   la  glucosa  y   que   en   la

c6lula  existe  una  enzima  diferente,   la  fructosa-bisfosfatasa,   que  catali-

za   la   reacci6n   de   conver`si6n   de   fructosa-1,6-P2   en   fructosa-6-P.   Debido

a    esto,     la    acci6n    simultanea    de    ambas    enzimas    cr`earia   un    ciclo    de

sustratos   cuyo   r`esultado   seria   la   hidr6lisis   de   ATP.   Asi,   la  actividad

de    ambas    enzimas    debe    ser`    regulada    de    modo    de    impedir    este    ciclo.

Gener`almente,   1os   efectores   descr`itos   anteriormente   para  la  fosfofructo-
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quinasa  tienen   efectos   opuestos   en  la  fr`uctosa-bisfosfatasa,   vale  decil`,

aquellos   que   inhiben  a  la  fosfofr`uctoquinasa  activan  a  la  fructosa-bis-

fosfatasa  y  vice-ver`sa  (para  r`evisiones  ver  Hue,1981;   Tejwani,1983).

Fosfofructoquinasas  de  microor`ganismos

Las  fosfofr`uctoquinasas  bacter`ianas  presentan  algunas  caracteristi-

cas     marcadamente     diferentes     de    aquellas     pr`ovenientes     de    or`ganismos

eucari6ticos.    Algunas   de   ellas   son   inhibidas   por   fosfoenolpiruvato   en

vez    de    ATP,    genel`almente    son    activadas    por    ADP    en    vez   de   AMP   y   sus

subunidades  son  mucho  mss  pequefias.

Por     ejemplo,     la    enzima    pr`oveniente    de    C.     pasteurianum    es    un

tetramer`o     de    Mr     144.000,     compuesto     de     subunidades     id6nticas.     Esta

enzima    pr`esenta    una    funci6n    de    saturaci6n    sigmoidea    con    r`especto   a

fr`uctosa-6-P   y   es   activada   pop   ADP    (Uyeda   y   Kurooka,    1970).   La   enzima

de   F.    termophilum   tambi6n es   activada   por   ADP,   per.o   pr`esenta  una   curva

de    satur`aci6n    hiperb6lica    con    r`especto    a    fructosa-6-P,     la    que    se

tr`ansforma  en  sigmoidea  a  concentraciones   inhibitorias  de  fosfoenolpil`u-

vato   (Yoshida  y  col.,1971;   Yoshida,1972).

En   la   cepa   silvestre   de   E.   coli   existen   dos fosfofructoquinasas

(Fr`aenkel   y   col.,1973):   Pfk-1   es  la  isoenzima  pr.incipal   (apr`oximadamen-

te   el    90%   de   la   actividad   fosfofructoquinasica   total),   es   codificada

por`   el   gen   g±s±   (Thomson,   1977)   y   esta   compuesta   de   cuatr`o   subunidades

iguales     (Mr    34.000)     (Blangy,     Buc    y    Monod,     1968;    Thor.nburgh    y    col.,

1978;    Kotlar`z   y   Buc,    1977;    Babul,    1978).    Las   propiedades   de   la   enzima

ham    sido    descr`itas    de    acuerdo    al    modelo    de    Monod-Wyman-Changeux,    el
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cual    supone   una   transici6n   concer.tada   entr.e    2   estados,    T4   y   R4,    los

cuales   difier`en   en   su   afinidad  pop.  el   sustr`ato  y  por   log   activadores   e

inhibidor`es   (Blangy  y   col. ,1968).   Pfk-1  presenta  una  cin6tica  altamente

cooperativa   con   respecto   a   fructosa-6-P    (n   =    3,8)    e   hiper`b6lica   con

respecto   al   otr`o   sustr`at;o,   ATP,   cuando   el   cuociente   entre  el   nucle6tido

y    el    metal    es    igual    a   1:10.    En    contraste    con   lo   obser`vado   papa   las

fosfofructoquinasas   de  mamfferos,   otr`os   nucle6sido-tr`ifosfatos   son  malos

sustratos   de   la   r`eacci6n   catalizada  pop   Pfk-1   de  E.   coli.   La  constante

de   Michaelis   para   GTP   es   dos   6r`denes    de   magnitud   mayor`   que   la   de   ATP,

en   tanto   que   la   de   otr`os   nucle6tidos   es   adn   mayor.   Pfk-1   es   activada

por    ADP,     el    cual    modifica    la    cooperatividad    de    la   enzima   fr`ente    a

fructosa-6-P.    El   coeficiente   de   Hill   disminuye   desde   3,8   a   1,1   cuando

la  concentr`aci6n  de  ADP  aumenta  desde  0  a  2  mM.   Otros  nucle6sido-difosfa-

tos  tambi6n  activan  la  enzima,   siendo  los  mss  eficientes  los  purinicos.

Fosfoenolpiruvato   actda   como   un   potente   inhibidor`   de   Pfk-1   de   E.

coli.    Los    iones   Mg+2   son   incapaces   de   r`ever`tir   la   inhibici6n,    lo   que

indica   que   este   ligando   no   actda  pop   acomplejamiento   de   algdn  co factor

esencial.    Al    igual    que    ADP,    PEP   disminuye   la   cooper`atividad   de   Pfk-1

por   fructosa   6-P   (n  =   1).   Sin  embar`go,   en   este   caso,   la   afinidad   de   la

enzima  por`  el  sustr`ato  disminuye.

Pfk-2  es   la   isoenzima  minoritaria   de   E.   coli   (10%  de   la  actividad

fosfofructoquinasica   total),    es    codificada   por`   el   gen   pfkB   (Daldal   y

Fr`aenkel,     1981;     Daldal,     1983)     y    esta    compuesta    port    subunidades    de

aproximadamente    Mr.    36.000    de    acuer`do    a    su   movilidad    electrofor`6tica

(Babul,   1978)   y   de   M     33.000   segdn   la   secuencia   de   aminoacidos   deducidaI
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de    la    secuencia    del   gen   p£!sE   (Daldal,    1984).    Su   estado   de   agr`egaci6n

(tetramer`o   o   diner.o)    depende   de   la   concentr`aci6n   de   efectores   (Kotlar`z

y   Buc,1977;   Kotlar`z  y  Buc,1981).

La    enzima    pr`esenta    una    funci6n    de    satur`aci6n    hiperb61ica    con

r`especto    a   ambos    sustratos,    fructosa-6-P   y   ATP,   y   no   es   activada   por

ADP   o   inhibida   por`   fosfoenolpir.uvato.    A   difer`encia   de   Pfk-1,    Pfk-2   es

parcialmente    inhibida    pop    fructosa-1,6-P2    y    puede    usaf    tagatosa-6-P

como  sustrato   (Babul,1978).

I.a   cantidad   de   Pfk-2   varfa   muy   poco   en   distintas   condiciones   de

crecimiento    (Kotlarz   y   col,    1975),    pero   sus   niveles   aumentan   alr`ededor`

de   30   veces   a   causa   de   la   mutaci6n   pfkB1   (Babul,1978)    (Tabla   1).   Esta

mutaci6n     esta    ubicada    en    el    pr`omotor    del    gen    pfkB    y    aumenta    su

tr`anscr`ipci6n    (Daldal,    1983).    La    funci6n   que   esta   isoenzima   desempefia

en   la   c6lula   no   se   conoce   bien.    Las   mutantes   car`entes   de   Pfk-1   cr`ecen

bien  en  azdcar`es   y  en  sustr`atos  gluconeog6nicos   si   los   niveles   de  Pfk-2

son   elevados    (Robinson   y   Fraenkel,1978).   Una   mutaci6n   cer`cana,   pfkBIO,

afect;a   la   estabilidad   de   la   enzima  y  probablement;e   su  estructur.a.   Asi,

es    posible    disponer`    de    una    cepa    con    ambas    mutaciones,    pfkBl    pfkBIO

(Tabla   1),    que   posee    altos    niveles    de   una   fgsfofr.uctoquinasa   tipo    2

alterada,     1a    que    denominamos    Pfk-2JS.     Cepas    car`entes    de    Pfk-1    y    con

al.tos    niveles    de   Pfk-2it    crecen   bien   en   azdcares,    pero   lentamente    en

sustratos  gluconeog6nicos   (Daldal  y  col.,1982).

En   nuestro   labor`ator`io   se   han   pur`ificado   y  car`acter`izado   Pfk-2  y

Pfk-2#   en  un   intento  por  correlacional`  las  car`acteristicas  cin6ticas   de

ellas,   con  la  difer`encia  en  crecimiento   que  presentan  las  cepas   que  las



Tabla   1

FOSFOFRUCTOQUINASAS   DE   LA   CEPA   SILVESTRE

Y   DE   MUTANTES   DE   Escher`ichia   coli.

Crecimiento  en  glucosa  y  en  glicer`ol.

12

CEPAS

(genotipo  relevante)
ENZIMAS                            TIEMPOS   DE   DUPLICACIONa

GLUCOSA          GLICEROL

pfkA+  pfkB+,   silvestre

Equ- Bqu+

pfkA     pfkBI

pfkA     pfkBl   pfkBIO

90%  Pfk-1   +   10%  Pfk-2

Pfk-2,   niveles  bajos

Pfk-2,   niveles  altos

Pfk-2#,   niveles  altos

mln

5880

250                  ilo

8095

60                    350

aDatos   tornados   de  Daldal   y  col.    (1982).
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contienen.    Estos    estudios    contribuyen    a    determinar`    el    efecto    de    la

mutaci6n   estr.uctural   pfkB10   en   las   propiedades   cin6ticas   y   r`egulador`as

de   Pfk-2   y   en   las   alter`aciones   fisiol6gicas   pr`ovocadas   por`   esta   muta-

ci6n.   El   estudio   de   la   difer`encia   estr`uctur`al   entr`e   ambas   enzimas   for`ma

par`te  de  otr`o  pl`oyecto  en  r`ealizaci6n.

La    car`acter`izaci6n    cin6tica    pr`eliminar    de   Pfk-2   y   Pfk-2*   mostr`6

que   ambas   enzimas   difieren   en   algunas   de   sus   pr`opiedades.    Entr`e   ellas

estan:    la    estabilidad   en   extractos   cr`udos   y   pur`ificados.    Ia   movilidad

cr`omatografica    en    diver`sos    sistemas    (DEAE-celulosa,    Azul    de   Cibacr`on-

Sephar`ose,     AMP-Agarose)    y    en    la    susceptibilidad    a    la    inhibici6n    por`

fructosa-1,6-P2.   Adn   mss,   para   Pfk-2   la   inhibici6n  por   fr`uctosa-1,6-P2,

cuando   se   usa   fructosa-6-P   como   sustrato  variable,   es  de  tipo  competiti-

vo,    en   tanto   que   par`a   Pfk-2*   esta   inhibici6n   es   no   competitiva   (Daldal

y     col.,     1982),     lo     que     sugiere     que     las     enzimas    poseen    difer`encias

estr`uctur`ales  en  el  sitio  activo.

En  esta  Tesis  se  pr`esenta  un  estudio  de  ambas  enzimas  que  incluye:

a)    Dilucidaci6n   del   mecanismo   cin6tico   de   la   r`eacci6n  catalizada

pop    Pfk-2    y     Pfk-2*    mediante     estudios     cin6ticos     en    velocidad

inicial,    de   inhibici6n   por`   los   producto   y   de   inhibici6n   de   punto

muerto,     par`a    establecer    si    la    mutaci6n    estructur`al    afecta    el

sitio  activo  de  Pfk-2.

b)    Car`acter`izaci6n   cin6tica   de   Pfk-2   y   Pfk-2*   en   r`elaci6n   a   las

distintas   especies   i6nicas   de   ATP   que   pueden  unir`se   a   la   enzima,

ya    que    la    r`eacci6n    ocurr`e    en    pr`esencia    de    nucle6tido   y    metal

(MgATp-2,     ATp-4,    Mg+2).    Es    posible    que    la    mutaci6n    estr`uctur`al

qq,i    BiBLIOTEc^   Ta
CENTRAL
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afecte    la   uni6n   del   nucle6tido   a   Pfk-2   y   que   se   modifiquen   sus

pr`opiedades  reguladoras.

c)     Deter`minaci6n    de    la    velocidad    de    sedimentaci6n    de    Pfk-2   y

Pfk-2#   en   pr`esencia   y   ausencia   de   ligandos   tales   como   sustr`atos,

pr`oductos   e   inhibidor`es,   para  establecer   si   la  actividad   de   ambas

enzimas  se  correlaciona  con  cambios  en  su  estado  de  agregaci6n.
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MATERIALES   Y   METODOS

Pr`eparaci6n  de  PFK-2  y  PFK-2'

o4---

Fuente  de  obtenci6n  de  las  enzimas

a)   Cepas   bacter`ianas.   Las   cepas   usadas   fueron   DF903   (ApfkA   pfkB+)   par`a

Pfk-2   y   DF905 (ApfkA   pfkBl   pfkBIO)   para   Pfk-2*.   Las   cepas   son  isogeni-

Gas     der`ivadas    de    la    cepa    K12    prototr`6fica    Hfr    de    E.     coli     llamada

tambien   KIO.   El   alelo   pfkA   esta   eliminado   y   por`   lo   tanto  estas  cepas  no

poseen    fosfofructoquinasa-1.     Los    alelos    para    las    mutantes   pfkB    son:

gESE|     (altos    niveles    de    Pfk-2)     y    gEs!|    PESE±9    (altos    niveles    de

Pfk-2*).    El   origen   y   constr`ucci6n   de   las   cepas   usadas   en   este   tr`abajo

se    describe    en    detalle    en   Daldal    y    col.     (1982)    y    Daldal    y   Fr.aenkel

( 1981 ) .

b)    Cr`ecimiento   de   las   cepas.    Las   c6lulas   empleadas   en   la   purificaci6n

de   las   enzimas   se   cr`ecier`on   aer`6bicamente,    hasta   fase   estacionaria,   en

un   medio   salino   que   contenia  10  g/litro   de   Bactotriptona,   4  g/litr`o   de

extracto    de    levadura,    4   g/1itr`o   de   glucosa   y   50   mg/litr`o   de   ur`acilo,

medio   salino  63   (Babul,1978).

Purificaci6n  de  Pfk-2  y  Pfk-2*

El   pr`ocedimiento   usado   fue   fundamentalmente   el   descr`ito   por   Babul

(1978)     y    Daldal    y    col.     (1982),    el    cual    se    modific6    reemplazando    la

etapa  final  de  cromatografia  en  AMP-Agar`ose  por`  una  etapa  de  calentamien-

to    a    65°    C    en   pr`esencia   de    fructosa-6-P   y   DTT    (Kotlarz   y   Buc,    1981;

Retamal    y    Babul,    exper`imentos   no   publicados).    Apr`oximadamente   20   g   de
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c6lulas    (peso   hdmedo)    se   suspendier`on   en   80   ml   de   amor`tiguador   fosfato

de   potasio   20   mM,    pH   7,0,    que   contenla   EDTA   1   mM,    Mgc12   5   mM,    DTT    1   mM

y     glicerol     5°/a     (amor`tiguador`    A).     En     la    pur`ificaci6n     de     Pfk-23t     el

glicer`ol     se    reemplazaba    por`    etanol     5°/a.     Alicuotas    de    50    ml    de    la

suspensi6n   de   c6lulas,    se   r`ompieron   en   un   sonicador   Sonifier`   Modelo   W

185    (Heat   Systems-Ultrasonics,    INC.)   dur`ante   4   min   (posici6n   8,    "pr`obe''

gr`ande)     a    apr`oximadamente    4°     C,     con    una    interr`upci6n    de    un    minuto

despu6s   de   cada   minuto   de   sonicaci6n.   Esta  suspensi6n  se   centrifug6   en

un    centr`ifuga    Beckman    modelo    L5-50B,     dur`ante    90    min    a   143.000   g.    El

1±quido   sobr`enadante   se   aplic6   a   una  columna   de   hidr`oxilapatita   (2,7  x

20     cm)     equilibrada    con    amortiguador`    A.     La    muestr`a    r`etenida    en    la

columna    se    lavaba    con    un    volumen    de    amortiguador    A   aproximadamente

igual     a    8    veces    el    volumen    de    la    columna     (800    ml).     La    actividad

fosfofructoquinasica   se   eluy6   con   800   ml   de   fosfato   de   potasio   en   un

gr`adiente   lineal   de   concentr`aci6n  desde  20  a  150  mM,   en  amor`tiguador`  A.

Las   fr`acciones   con   actividad   fosfofr`uctoquinasica  se   concentrar.on

por`   ultrafiltr`aci6n  hasta  aproximadamente   15  ml,   mediante   el   uso   de   una

membr`ana   Amicon   PMIO.    La   enzima   concentrada   se   dializ6   contr`a   3   x   700

ml     de     amortiguador    Tris-Hcl    20    mM,     Mgc12     5    mM,     EDTA    lmM,    DTT    lmM   y

glicerol   5a/a,    pH   7,6    (amortiguador   8),    dur`ante   4   h.    En   la  purificaci6n

de   Pfk-23€   se   reemplaz6,   en   el   amortiguador   8,   el   glicerol   5%  por  etanol

Fff/a  (v / v) .

La  enzima  dializada  se  aplic6  a  una  columna  de  Azul  de  Cibacr`on-Se-

pharose    (2,7   x   20   cm)   equilibr`ada   con   amortiguador`   a.   Despu6s   de   lavar

la   columna   con   un  volumen  de   amor`tiguador   igual.a   5  veces  el  volumen  de
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la   columna,   la  actividad   fosfofructoquinasica  se   eluy6   con  ATP   (600  ml)

en    un    gr`adiente     lineal     de     concentraci6n    entr`e     0    y    3    mM.     En    la

pur`ificaci6n   de   Pfk-2i€   se  utiliz6   un   gr`adiente   de   concentraci6n   entr`e   0

y   2   mM   de   ATP.

La  enzima  obtenida  de   la  etapa  anter`ior  se  concentr6  por`  ultr`afil-

tl`aci6n   hasta   un   volumen   de   6-10   ml.    Alicuotas   de   2   ml   se   calentaron

por`   1   min   a   650    C   en   presencia   de   fr`uctosa-6-P   5  mM  y  DTT   5  mM.   Despu6s

de    este    tratamiento,    1as   alfcuotas   se   juntaron   y   se   centr`ifugar`on   a

15.000    rpm    por`    20    min     (r`otor    SS-34,     centr`ifuga    Sor`vall    RC-2B).     La

actividad     especf fica     de    ambas    enzimas    fue    apr`oximadamente    110    U/mg

pr`otefna    (actividad    especlfica   cor`r`espondiente    a   la   enzima   pur`a).    La

pr`epar`aci6n   enzimatica   se   guardaba   en  glicer`ol   50%  a   -20°   C,      condicio-

nes  en  las  cuales  la  actividad  enzimatica  er`a  estable  pop  var`ios  meses.

Deter`minaci6n  de  la  actividad  enzimatica.

La   actividad  de   la  fosfofl`uctoquinasa  se   determinaba  por  medio   de

dos  metodos  espectr`ofotom6tricos :

1.   Ensayo  espectrofotom6tl`ico  par`a  determinar  fructosa-1,6-P2.

En  este   ensayo   la  reacci6n  de   la  fosfofructoquinasa  es   acoplada  a

la   oxidaci6n    de   NADH   usando   aldolasa,    triosafosfat;o   isomerasa    (TPI)   y

c¥-glicer.ofosfato    deshidr`ogenasa    (GDH)    como    sistema    auxiliar    (Hacker,

1947),   segdn  el  esquema  de  r`eacciones  que  se  indica  a  continuaci6n:



ATP  +  Fructosa-6-P

Fructosa-1,6_p2        aldL±asa

Gliceraldehido-3-P

Pfk
= Fr`uctosa-1,6-P2  +  ADP
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Gliceraldehido-3-P  +  Dihidroxiacetona-P

TPI
=

2  Dihidl`oxiacetona-P  +  2  NADH
GDH

=

Dihidroxiacetona-P

2  glicer`ol-3-P  +   2  NAD+

La  cuantificaci6n  del  pr.oducto  formado  por  la  reacci6n  fosfofr`ucto-

quinasica   se   hacia   midiendo   el   cambio   de   absor`bancia   a   340   nm  producido

por   la   oxidaci6n   del   NADH   y   calculando   el   ndmer.o   de   micr`omoles   de   este

compuesto    que    desaparecian.    Papa    esto    se    utiliz6    un    coef`iciente   de

extinci6n  de  6,22  x  103  M-Lcm-1   (Kornber`g  y  Pr`iceri   1951).

La    determinaci6n    de    la    actividad    enzimatica    se    hacia    con   una

mezcla   de   reacci6n   que   contenia:   amortiguador`   Tris-Hcl   loo   mM,   NADH   0,2

mM,    Mgc12    10   mM,    NH4Cl   2   mM,    fructosa-6-P   1   mM,    ATP   1   mM,    pH   8,2   y   una

mezcla   de   40  pg   de   aldolasa,   3  ug   de   tr`iosafosfato   isomer`asa  y  30 pg  de

c¥ -glicerofosfato   deshidrogenasa,   en  un  volumen   final   de   0,5  ml   (ensayo

estandar.d).    En    los    exper`imentos    cin6ticos   descritos   mas   adelante,    las

concentr`aciones     de     fr`uctosa-6-P,     ATP    y    Mgc12    se    variaron    segdn    se

indica.   La  r`eacci6n  se  iniciaba  con  la  adici6n  de  la  enzima.

2.   Ensayo  espectrofotometl`ico  papa  deter`minar  ADP.

En    este    ensayo    la    pr`oducci6n    de    ADP    formado    por    la    reacci6n

fosfofructoquinasica    se    seguia    a    tr`av6s    de    J.a   oxidaci6n   de   NADH    en

presencia    de    pir`uvato-quinasa    (PK)    y   de    deshidrogenasa   lactica    (LDH)

como    enzimas     acoplantes    y    de    fosfoenolpir`uvato    (Kornberg    y    Pricer,

1951).     Al     igua.l    que    en    el    ensayo    anterior`    la    cuantificaci6n    del

pr`oducto    formado    se   hacia   midiendo    espectrofotom6tr`icamente    el   cambio

de  absorbancia  a  340  nm.



19

Las  reacciones  son  las  siguientes:

ATP  +  Fructosa-6-P
Pfk

=

ADP  +  Fosfoenolpir`uvato

ADP  +  Fr`uctosa-1.6-P2

PK
= ATP  +  Pir`uvato

Piruvato   +  NADH        LLPLH       NAD   +   I.actato

La   mezcla    de    I`eacci6n,    sin   la   enzima,    se   preincubaba   por`   3   min

papa   conver`tir   el   ADP   contaminante   en   ATP.   La   mezcla   de   r`eacci6n,   en  un

volumen   final    de   0,5   ml,    contenia:    amor`tiguador   Tr`is-Hcl   loo   mM,   Mgc12

10    mM,    Kcl    10   mM,    DTT    1   mM,    NH4Cl    2   mM,    NADH   0,2   mM,    fosfoenolpir`uvato

0,2    mM,    pH    8,2,    20   Hg    de   piruvato-quinasa   y   10  Hg   de   deshidrogenasa

lactica.   La  concentraci6n  de   fructosa-6-P  y  ATP  era  variable,   segan  los

pr`op6sitos    del    ensayo.    La   reacci6n   se    iniciaba   con   la   adici6n   de   la

enzima,

En   ambos   ensayos,    la   deter`minaci6n   de   la   actividad   enzimatica   se

hacia   en   un   espect;rofot6metr`o   Gilfor`d   2400   pr.ovisto   de   aditamentos   que

permit±an  tr`abajar  a  una  temper`atur`a  constante  de  30°   C.

Una  unidad  de   enzima  cor`responde   a  la  cantidad  capaz  de  fosforilar`

1  Hmol  de  sustr`ato  en  1  minuto  en  las  condiciones  del  ensayo.

Material  cromatogl`afico

Pr`epar`aci6n  de  la  Hidr`oxilapatita

La  preparaci6n  de  este  mater`ial  se  r`ealiz6  mezclando  hidroxilapati-

ta  Biogel   HTP  y   celulosa  Whatman  CFl   en   partes   iguales   (g/g).   La  mezcla
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se   suspendia   en   agua,   se  dejaba  decantar  para  remover  el  material   fino

y  luego  se  suspendia  en  el  amor`tiguador`  apropiado.

Pr`eparaci6n  del  Azul  de  Cibacron-Sephar`ose.

La   prepar.aci6n   de   este   material   cromatogr`afico   se   hizo   mediante

una   modificaci6n    del    m6todo    de    Rinder`necht   y    col.     (1967):    200   ml    de

Sephar`ose    48-200,    suspendidos    en   un   volumen    final    de    500   ml   de   agua

destilada,     se    mantuvieron    con    agitaci6n    constante    a    50°    C.    A    esta

suspensi6n    se   le   agr`egaron   5   g   de   Azul   de   Cibacron   F3GA.    Durante   los

pr6ximos   45   minutos   se   agregar`on   loo   g   totales   de   sulfato   de   sodio   en

varias    por`ciones.    Concluido    este    tiempo,    se   agr`egar`on   5   g   de   fosfato

tris6dico    a    la   mezcla   de    r`eacci6n    en   pequefias   porciones,    cont,inuando

con   la   agitaci6n   a   50°C   por`   75   minutos   mss.   El   gel   se   lav6   con   agua  y

con    etanol    al    5    %    hasta    que    el    lfquido    de    lavado    fuer`a    incolol`o.

Despu6s   de   usado,    el   mater`ial   se   r`egener`aba   pop   lavados   sucesivos   con

Kcl  2  M,   Kcl  2  M/urea  6  M,   agua  destilada  y  amortiguador.

Centrifugaci6n  zonal  en  gr`adientes  de  sacar`osa

Los   gr`adientes   de   sacarosa   (5   -   20%)   se   hicieron   esencialmente   de

acuer`do    a    lo    descrito    pop   Martin   y    Ames    (1961).    Estos    se    gener`aron

mediante   un   apar`ato   Buchler`   Instr`uments,   el   cual   consistia   de   2   camar`as

conectadas    en   el    fondo   por`   una   llave   de   paso.    De   una   de   las   camaras

salia   una   manguer`a,   a   la   que   se   ados6  un  capilar`   que   llegaba  hasta  el

fondo    del    tubo    donde    se   pr`eparaba    el    gr`adiente.    Esta   camar`a   contaba

ademas    con   un   sistema   de   agitaci6n   r`egulable,    de   modo   de   obtener   una

buena  mezcla  con  minima  perturbaci6n  del  menisco.
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Las   soluciones   de   sacar`osa   se   preparaban   en   amortiguador  Tris-HC1

20   mM,    EDTA    1    mM,    DTT    1   mM,    Mgc12    5   mM,    pH   7,6    (amor`tiguador   C)    a   memos

que    se    indique    otra    cosa.    Ademas,     cuando    el    caso    lo   r`equer`ia,    los

gradientes   se   suplementaban  con   la   concentl`aci6n   de   ligando   indicada   en

la   figur`a   I.espectiva.    Se   colocaban    2,3    ml    de    sacar`osa   al   5   %   en   la

camara   con   agitaci6n   y   en   la   otra   camara   se   colocaba   igual   volumen   de

una    soluci6n    al    20   9/a;    la   llave    de   paso    se    abrla   y   el    extremo    del

capilar    del    tubo    de    salida    se    colocaba   en   el    rondo   de   un   tubo   de

centrifuga   (Beckman  ultr`aclear  TM).

En   los   exper`imentos   pr`eliminar`es   la   producci6n   del   gradiente   fue

verificada   agr`egando   Azul   de   metileno   a   la   soluci6n   de   sacarosa  al  20%,

obteni6ndose  una  r`elaci6n  lineal   entre   absorbancia  a  670  nm  y   el  namero

de    fl`acciones    (28    en    total).    Los    gradientes   se   guardaban   a   40    C   pop

aproximadamente  16-18  h  antes  de  usar`se.

Las    soluciones    de    Pfk-2    (0,33    mg/ml)    y    Pfk-2il     (0,12    mg/ml)    se

dializaban    contra    el     amor`tiguador    C    pop    aproximadamente    3    h.     Las

soluciones   de   Pfk-2  o   Pfk-2i+   dializadas   (35  prl)   se   suplementaban   con  la

concentraci6n   de   efector`(es)    correspondient;e   y   con   un   estandar`   de   peso

molecular`   conocido   de   modo   de   tener`   un   volumen   final   de   50  Hl,   las   que

se  colocaban  encima  del  gradiente.

I.as   muestras   se   centrifugaban   a   40.000   r.pin   en   un   rotor   Sorvall

AH-650    a   4°C    por    22   h.    Terminado    este    tiempo,    el   fondo   del   tubo   se

pinchaba   con   una   aguja   y   se   colectaban   fr`acciones   de   170   Hl,    a   las

cuales    se    les    determinaba    actividad    enzimatica.    La    actividad    total

recuper`ada   en    las    fr`acciones   var`iaba   entre   75   y   115°/o   de   la   actividad
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aplicada   en   cada   experimento.    En   cada  gradiente   se   incluia  un  marcador

de     peso     moleculari      hemoglobina     (64.000)     o     deshidr.ogenasa     lactica

(140.000) ,   cuyos   pesos   molecular`es   corr`esponden   aproximadamente  al   dime-

r`o    y    el    tetr`amer`o    de    Pfk-2    y    Pfk-2*    de E.    coli.    El    coeficiente    de

sedimentaci6n    (S)    de   las   fosfofructoquinasas   se   calcul6   de   acuerdo   a

Martin   y   Ames    (1961)    pop   comparaci6n   de   las   distancias   r`ecor`r`idas   por

los   estandares   de   S   conocido   (hemoglobina,   4,5   S;   deshidrogenasa  lacti-

ca,   7,3  S)   con  lag  distancias  recor`r`idas  pop  las  enzimas.

La   actividad   de   la   deshidrogenasa   lactica   se   midi6   siguiendo   el

cambio   de   absorbancia   a   340   nm   producido   por   la   oxidaci6.n   del   NADH.   La

mezcla   de   reacci6n   contenia:    amor`tiguador   fosfato   0,1   M,   NADH   0,4   mM   y

piruvato   10   mM,    pH   7,0,    en   un   volumen   final   de   0,5   ml.   La   hemoglobina

se  detect6  por  absorbancia  a  406  nm.

Calculo  de  las  concentraciones  de  MgATp-2,   ATp-4  y  Mg+2

Pal`a   caracterizar   cin6ticamente   la   inhibici6n   de   Pfk-2   y   Pfk-2#

pop   ATP,    rue   necesar`io   calcular,    en   cada   exper`imento,   la   concentr`aci6n

de   MgATp-2,    ATp-4   y   Mg+2   libr`e,    ya   que   debido   al   equilibr`io   existente

entr`e    ATP-4    y   Mg+2,    los    cambios    en    la    concentraci6n    de    una   especie

pr`oducen  cambios  en  la  concentraci6n  de  las  otr`as.

Las   concentraciones   de   cada   especie   se   calcular.on   de   acuer`do   a   la

siguiente  relaci6n:

K         =       (MgATP)    /    (Mg)        (ATP)    =    (MA)    /    (M)        (A)as

=   (MA)    /    (Mtot   -MA)       (Atot   -MA)
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usando     una     K          de     1,7    x     104    M-1     (Taquikhan    y    Martell,     1962).     MAas

repr`esenta   MgATP-2;    M,    Mg+2   libl`e   y   A,    ATP-4.    La   for`maci6n   de   HATP-3   y

MgHATP-1    rue    despr`eciada   ya   que   sobr`e   pH   8,0   la   concentr`aci6n   de   estas

formas    es   vir`tualmente    cero    (Stor`er   y   Cor`nish-Bowden,1976).   La   forma-

ci6n    del    complejo    Mg-fructosa-6-P    se    consider`6    despr`eciable    dada    la

baja  constante  de  estabilidad  de  este  complejo.

Determinaci6n  de  la  concentr`aci6n  de  proteinas.

La     concentraci6n     de     pr`oteinas     se    deter`min6    por    el    m6todo    de

Bradford   (1976) ,   usando  seroalbamina  bovina  como  estandar..

I)eterminaci6n  de  la  concentraci6n  de  los  reactivos

La     concentraci6n     de     ATP     se     determin6     espectr`ofotom6tricamente

siguiendo    la   r`educci6n   de   NADP+   en   presencia   de   glucosa,   hexoquinasa   y

glucosa-6-P   deshidrogenasa.    La   mezcla   de   reacci6n   contenia   Tr`is-Hcl   80

mM,    Kcl    loo    mM,    EDTA    1    mM,    DTT    1    mM,    NADP+    0,5   mM,    glucosa    1    mM,    Mgc12

12    mM,     pH    8,0,     0,2    unidades    de    glucosa-6-P    deshidr`ogenasa    y    0,004

unidades   de   hexoquinasa,   en   un   volumen  final  de  0,5  ml.   La  concentr`aci6n

de  ATP  tambi6n  se  determin6  espectr`ofotom6tr`icamente  usando  un  coeficien-

te   de   extinci6n  de   15.400  M-1   cm-1   a  259  nm  a  pH  7.0

La    concentr`aci6n   de   ADP   se   midi6   espectr`ofotometricamente   usando

pir`uvatoquinasa   y   deshidrogenasa   lactica   como   enzimas   auxiliares,   en   un

sistema   similar   al   descrito   anteriormente   para   la   determinaci6n   de   la

actividad   fosfofructoquinasica.   La   concentraci6n  de   1`r`uctosa-6-P  y  fr`uc-

tosa-1,6-P2   se   deter`min6   espectrofotometricamente   siguiendo   la  oxidaci6n

de     NADH     en     un     sistema    similar     al     descrito     anteriormente    par`a     la
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for`maci6n    de    fr`uctosa-1,6-P2.    En    la    deter`minaci6n    de    fructosa-6-P    se

us6  fosfofl`uctoquinasa  comer.cial  de  mdsculo  de  conejo.

La   concentraci6n   de   clor`uro   de   magnesio   se   determin6  pop   titula-

ci6n   de   los   cloruros  con  nitrato  de  plata,   usando  cromato  de  potasio  al

loo/a  como   indicador.

Analisis  estadlstico  de  los  I.esultados

Los     datos     obtenidos    de.  experimentos     en    velocidad    inicial     se

graficar`on   usando   la   tr`ansformaci6n   lineal   de   Lineweaver  y   Burk   (1934).

Las   constant;es   cineticas   se   calcular`on   a  par`tir  de  lag  graf icas  secunda-

rias   de   pendientes   e   intersecciones   obtenidas   de   las  graficas  anterio-

r`es.   Las   curvas   se   ajustar`on   a   los   valor`es   exper`imentales   pop   medio  del

m6todo    de    r`egresi6n    lineal.     Las    constantes    de    inhibici6n,     en    los

exper`imentos   de   inhibici6n   por  pr`oducto   o  pop  analogos  de  los  sustr`atos,

se   obtuvieron   gr`aficando   las   pendientes   e   inter`secciones,    obtenidas   de

gr`aficas    de    dobles    reciprocos,     en    funci6n    de    la    concentraci6n    del

inhibidor.   Nuevamente,    en   este   caso   las   cur`vas   fueron   ajustadas   usando

el    m6todo    de    regresi6n    lineal.    El    tipo    de    inhibici6n    obtenido    fue

confirmado    usando     las     transformaciones     lineales     de    Dixon     (1953)     y

Cornish-Bowden   (1974).

Papa   distinguir   entre   inhibici6n  competitiva  y  no   competitiva,   se

aplic6   el   Test   de  Student  a  los   valores   experimentales   de   las  inter`sec-

clones    de    las    rectas    obtenidas    con   el    eje   de    la   ordenada    (1/v)    en

graficas   de   dobles   recipl`ocos,    segan   lo   descrito   por   Plapp    (1970).    La

nomenclatur`a    usada    es     la    propuesta    pop    Cleland     (1970).     Segdn    esta
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nomenclatura    en    el     caso    de    una    r`eacci6n    con    dos    sustratos    y    dos

productos,    A   y   a    r`epr`esentan    la    concentraci6n    del    primer`o    y    segundo

sustr`ato   que   se   une   a   la   enzima,   respectivamente.   P  y   Q  repl`esentan   la

concentraci6n   del   primer`o   y   dltimo   pr`oducto   que   se   liber`a   de   la  enzima.

Ka,    Kb,    Kp   y   Kq,   r`epr`esentan   las   constantes   de   Michaelis   pa|`a   A,   a,   P,

y   Q   respectivamente.    K±a   y   Rib   r`epl`esentan   constantes   de   inhibici6n   o

disoc iac i6n .

Reactivos  usados

De    Sigma   Chemical    Co.     (St.    Louis,   MO.    EE.   UU.)    se   obtuvier`on   los

siguientes   pr`oductos:    ATP,    ADP,    AMP,    CAMP,    AMP-PNP,    CTP,    GTP,    ITP,    UTP,

NADH,    NADPH,    DTT,    Tris,    fosfoenolpir`uvato,   glucosa,   sorbitol-6-P,   I`ibo-

'sa-5-P,     glicerol,    pir.uvatoquinasa    (masculo    de   conejo),    deshidrogenasa

lactica    (mdsculo   de   conejo),   hexoquinasa   (1evadur`a,   fr`acci6n   1),   gluco-

sa-6-P   deshidrogenasa   (levadura,    tipo   VII) ,   fosfofr`uctoquinasa   (mdsculo

de    conejo)    y   Sepharose   4-a-200.   Kcl,   Mgc12,   NH4Cl   y   EDTA   se   obtuvieron

de   Mer'ck   AG   (Darmstadt,   Alemania   Federal).   Aldolasa   (mdsculo  de  conejo),

alfa-glicerofosfato    deshidr.ogenasa    (masculo    de    conejo) ,    triosafosfato

isomer`asa    (mdsculo   de   conejo) ,   fl`uctosa-6-P  y   fructosa-1,6-P2  provenian

de     Boehringer     Mannheim     GmbH     (Alemania     Federal).     La     hemoglobina     se

obtuvo     de    Miles     Laboratories     Inc.,     Ill.    EE.    UU.    Lahidroxilapatita

Bio-gel    HTP    se    obtuvo    de   BioRad    (Richmond,    CA.    EE.    UU.);    la   celulosa

CFl   provenia   de   Whatman   Biochemicals    (EE.   UU.);    Coomassie   BI`illant   Blue

G-250   Serva,    rue   adquirido   pop   medio   de   Accurate   Chemical   &   Scientific
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Cor`p.     (Hicksville,    NY.    EE.    UU.);    Cibacron   Blue   F3GA   fue   un   pr`oducto   de

Ciba-Geigy    (Gr`eensbor`o,    NC.    EE.    UU. )
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RESULTADOS

MECANISM0   CINETICO

Estudios     cin6ticos     pr`eliminar`es     indicaron     que     Pfk-2    y     Pfk-2#

pr`esentan   distinto   tipo    de    inhibici6n   por   el   producto   fr`uctosa-1,6-P2

cuando     se     usa     fr`uctosa-6-P    como    sustrato    variable     (Daldal    y    col.,

1982).    Estos   r`esultados   sugir`ieron   que   ambas   enzimas   difer`ian   estr`uctu-

r`almente   a   nivel   del   sitio   activo.   Par`a   establecer   mss   claramente   esta

diferencia,    se    estudi6    el    orden    de    interacci6n    de    los    sustr`atos    y

productos   con  ambas  enzimas.

Estudios  cin6ticos  en  velocidad  inicial.

Al   estudiar   la   influencia   de   la   concentr`aci6n   de   fr`uctosa-6-P   (10

a     200     uM)     sobr`e     la     velocidad     inicial     de     Pfk-2    y     Pfk-2*,     a    una

concentraci6n   de   ATP   de   1   mM,    se   observ6   que   ambas   enzimas   poseian   una

funci6n     de     saturaci6n    hiperb61ica     (resultados    no    se    muestran).     Al

graficar   los   r`esultados   de   acuerdo   a   la  ecuaci6n   de   Hill   el   valor   de   I

obtenido   fue   aproximadamente   igual   a   1.   Resultados   similar`es   (±  =  1)   se

obtuvieron   cuando   se   estudi6   la   influencia   de   la   concentr`aci6n   de   ATP

(10    a    ZOO   pM)    sobre    la   velocidad   de   reacci6n   de   amba§   enzimas   a   una

concentr`aci6n  de   fr`uctosa-6-P  de   1  mM.

Con   estos   antecedentes,   rue   posible   entonces   aplicar   los   protoco-

1os   habituales    usados   para   la   determinaci6n   del   mecanismo   cinetico   de

enzimas  que  pr`esentan  funciones  de  saturaci6n  hiperb61icas.



28

Papa   conocer   el   orden   de   inter`acci6n   de   los   sustratos   con  Pfk-2  y

Pfk-2i+,    se    estudi6    el    efecto    de    la   var`iaci6n    de   la   concentr`aci6n   de

fructosa-6-P  a   diferentes   concentraciones   fijas   de  ATP,   sobre  la  veloci-

dad     de    reacci6n    de    ambas    enzimas.     Al    graficar    el    reciproco    de    la

velocidad   en   funci6n   del   reciproco   de   la   concentraci6n   de   fr`uctosa-6-P,

se   obtuvier`on   lineas   r`ectas   que   se   inter`sectar`on   sobre   el   eje   hor`izon-

tal,    como   se   muestr`a   en   las   Figuras   1   y   2.   Cuando   ATP   fue   el   sustr`ato

variable   se   obtuvieron   gr`aficas   del   mismo   tipo.    Tanto   papa   Pfk-2   como

para   Pfk-2#   las   gr`aficas   secundarias   de   pendientes   e   inter`secciones   en

funci6n     del     recipr`oco    de     la    concentr`aci6n    de    los    sustl`atos    fuer`on

lineales   (Figuras  3  y  4).

Estos    r`esultados    estan   de   acuerdo   con   un   mecanismo   en   secuencia

par`a    ambas    enzimas,    en    el    que    ambos   sustl`atos   se   unen   a   las   enzimas

antes    de    la    liberaci6n    del    primer   producto   y   per`miten   descartar   un

mecanismo  ping-pong.

Los   datos   exper`imentales   fuer`on   ajustados   a  la  ecuaci6n  de  veloci-

dad   inicial   papa   un   mecanismo   en   secuencia   al   azar   en   equilibrio  rapido

u  ordenado  en  regimen  estacionar`io,

VAB

KiaKb   +   KaB   +   KbA   +   A   8

donde    A   repr`esenta    la    concentraci6n    de   fructosa-6-P   par`a   Pfk-2   y   ATP

para   Pfk-2*   y   8   la   concentraci6n   de   ATP   papa   Pfk-2  y   fr`uctosa-6-P   par`a

Pfk-2J+;    Ka   y   Kb   son   las   constantes   r`espectivas   de   Michaelis   papa   A   y   8

y   K±a   es   la   constante   de   disociaci6n   del   complejo   EA,   llamada   tambi6n

constante  de   inhibici6n  pal`a  A   (Cleland,1963a).
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Figura  1.   Grafica  de  dobles  reclprocos  para  Pfk-2  donde  fructosa-6-P  es
el    sustrato   val`iable,    a   distintas   concentraciones   fijas   de   ATP.    Las
concentraciones    de   ATP   son:    1,    0,02   mM;    2,    0,03   mM;    3,   0,04  mM;   4,   0,06
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Figura   4.   Graficas  secundarias  papa  Pfk-2*  de  expel`imentos  en  velocidad
inicial.    Los   valores    de   las   pendientes   (.)   e   intersecciones   (0)   se
obtuvier`on  de  la  Fig.   2.
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Lag     constantes     cin6ticas     (ver      pagina       34   )     se     obtuvier`on     a

partir   de   lag   gr`aficas   secundar`ias   de   los   valores   de   las   pendientes   o

de    las    intersecciones    en    funci6n    de    los    valores    reciprocos    de    las

concentraciones   de   los   sustratos   fijos   (Tabla   2).   Las   gr`aficas   secunda-

rias   de   las   intersecciones   suministran   los   valores   de   Ka  y   Kb,   ya   que

las    inter`secciones   de    lag   I-ectas   con   la   abscisa   dan   dir`ectamente   -1/Ka

y   -1/Kb,    cuando    las   abscisas   son,   r`espectivamente,    1/F6P   y   1/ATP,   papa

Pfl{-2   y   1/ATP  y   1/F6P   par`a  Pfk-2*.

Las   graficas   secundar`ias   de   las   pendientes   pr`oporcionan   los   valo-

res    de    KLa,    pues    las    intersecciones    de    las    rectas    con    las    abscisas

Cor`responden     a    -Ka/K±aKb    y    -1/K±a,     Cuando    las    abscisas    son    1/ATP    y

1/F6P  para  Pfk-2  y   1/F6P  y  1/ATP  para  Pfk-2*   r`espectivamente.

La    ecuaci6n    de   velocidad   inicial   par`a   un   mecanismo   en   secuencia

ordenada    mencionado     antes,     describe    una    familia    de     lineas     que     se

intersectan   en   una   grafica   de   dobles   r`ecfprocos,    cuando   se   estudia   el

efecto  de  la  var`iaci6n  de  la  concentr`aci6n  de  un  sustrato  a  concentracio-

nes   fijas   y   variables   del   otro.    Sin   embar`go,    el   punto   de   inter`secci6n

en   esta   gr`afica   depende    de    los   Valor`es   relativos   de   Ka/K±a.   Si   K±a   es

muy    pequefia    compar`ada    con    Ka,     1a    pendiente    de    la    linea    r`ecta    en   la

grafica     de     dobles     r`ec±pr`ocos     se    hace     insensible     a     cambios     en     la

concentr`aci6n     del     cosustr`ato    y     la     familia    de     rectas     aparece     como

paralela,   aunque  el  mecanismo  sea  en  secuencia.

Adn    cuando    en    nuestro    caso,    la    familia    de    r`ectas    obtenidas    en

gr`aficas   de   dobles   recfpr`ocos   se   inter`sectaban,   la   adici6n   en   secuencia

de    ambos    sustr`atos,    tanto    par`a   Pfk-2    como    Pfk-2it,    fue    confirmada    al

estudiar    la    velocidad    de    r`eacci6n    de    ambas    enzimas    en    funci6n    del
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inverso    de    la    concentraci6n    de    cualesquiera    de    los    dos    sustratos,

variando   fructosa-6~P  y   ATP   en   una  raz6n  constante   (Gulbinsky  y  Cleland,

1968;   Gar`c6s   y   Cleland,1969;   Tsopanakis   y   Her`r`ies,1975).

Para    un   mecanismo    en    secuencia    se    deberia    obtener   una   parabola

segdn  la  siguiente  ecuaci6n:

1/V   =      X   K±a   Kb   1/A2   +    (Ka   +   X   Kb)    1/A   +   1/V

Para   un   mecanismo  ping-pong   se   deberia   obtener   una   linea   recta   de

acuer`do  a  la  siguiente  ecuaci6n:

1/V   =      (Ka   +   X   Kb)    1/A   +   1/V

Para  ambas  ecuaciones  x  =  A/B

En    el    caso    de   Pfk-2   y   Pfk-2*   se   obtuvo   una   r`elaci6n   parab6lica

entr`e   el   reciproco   de   la   velocidad   y   el   reciproco   de   la   concentraci6n

de    ATP,     cuando    ATP    y    fructosa-6-P    se    var`iar`on    en    una    raz6n    de    1:1

(Figuras  5  y  6)

Analisis  de  la  velocidad  inicial  en  presencia  de  los  productos

Los    experimentos    de    inhibici6n    son   una   de    las   her`ramientas   mas

atiles    en    los    estudios    cin6ticos    y    es    poco   frecuente   que   se   pueda

deducir   un   mecanismo   cinetico   sin   recurrir   a   ellos.   Los   inhibidor`es   mss

impor`tantes    son    los    pr`oductos    de    la   reacci6n,    ya    que    un    estudio    de
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4080
/ ATP , mM-I

Figura  5.  Grafica  de  dobles  reclprocos  par`a  Pfk-2  donde  las  concentracio-
ne§   de   ATP   y  fructosa-6-P  se  variaron  en  una  I`az6n  constante.   La  raz6n
entre   la   concentraci6n   de   ATP   y   fructosa-6-P   fue   1,0.    El   intervalo   de
concentraci6n   de   ATP   usado   rue   0,010  -2,0   mM.    La   actividad   enzimatica
se   expr`esa  como  cambio   de  A34o/min/20  Pl.
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Figura  6.   Grafica  de  dobles  recipr`ocos  para  Pfk-2*  donde  las  concentra-
ciones   de   ATP   y   fr`uctosa-6-P   se   var`iaron   en   una   I`az6n   constante.    La
raz6n   entr`e   la   concentr`aci6n   de   ATP  y  fructosa-6-P  fue  1,0.   El   inter`valo
de   concentraci6n   de   ATP   usado   fue  0,010  -2,0  mM.   La  actividad  enzimati-
ca  se   expresa  como  Cambio  de  A34o/min/25 Hl.
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inhibici6n   por   pr`oducto   ayuda   a   deter`minar   la   forma   de   la  ecuaci6n   de

velocidad.     El    denominador    de    la    ecuaci6n,    que    descr`ibe    la   velocidad

como   funci6n   de   la   concentr.aci6n   de  r`eactantes,   poseera  no  s6lo  aquellos

t6rminos    presentes    en    la   ecuaci6n    de    velocidad    inicial,    sino   tambi6n

otros   que   incluyen   las   concentraciones   de   ambos   sustr`atos   y   pr`oductos.

Para    analizar    el     compor`tamiento     de    uno     de     los    pr`oductos     solo     se

considera   la  presencia   de   ese  pl`oducto   en   la   ecuaci6n,   haciendo   igual  a

cer`o  la  concentraci6n  del  otro.

Los   r`esultados   se   analizaran  pr.incipalmente   a    basede  graficas   de

dobles     r`ecipr`ocos.     Las     tr`ansfor`maciones    lineales    de    Dixon     (1953)     y

Cornish-Bowden    (1974)    tambi6n    se    emplear`on    para    confirmar    el   tipo   de

inhibici6n  obtenido.   Asi,   una   inhibici6n   sera   de   tipo   competitivo   si   se

modifica  s6lo  la  pendiente  en  una  gr`afica  de  dobles  reciprocos  en  pr`esen-

cia   del   inhibidor.   La   inhibici6n   ser`a   incompetitiva   si   se  modifica   s6lo

la    inter`secci6n   en   el   eje   de   la   ordenada.   En   cambio,    si   se   modifican

tanto   la   pendiente   como   la   intersecci6n,   la  inhibici6n  ser`a  de   tipo  no

competitivo    (Cleland,1963b).    Otros   autor`es   se   refier`en   a  este   tipo   de

inhibici6n   coma   de   tipo   mixto  y   limitan   el   t6r.mino   no   competitivo   o   no

competitivo   pur`o   para   aquellos   casos   en   que   las   lfneas   de   las  graficas

de  dobles  r`ecipr`ocos  se  cr`uzan  en  el   eje  hol`izontal.

Inhibici6n  de  Pfk-2  por  los  productos

Inhibici6n  pop  fl`uctosa-1i6-P2

La   Figura    7A   muestr`a    los    r`esultados    de    la   inhibici6n   producida

por    fructosa-1,6-P2    (entre    0    y    0,80    mM)    al    usaf    fructosa-6-P    como
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Figura   7.   Gr`aficas   de   dobles   recipl`ocos  papa  las   inhibiciones  de  Pfk-2
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var`iable    a   una   concentraci6n   de    ATP    de    0,1    mM.    Las   concentr`aciones   de
ADP    son:     1,     0    mM;     2,     0,5    mM;     3,     1,0   mM;    4,    2`,0   mM.    D:     inhibici6n    por`
ADP    cuando    se    usa    ATP    como    sustr`ato    variable    a   una   concentr`aci6n   de
fr`uctosa-6-P    de    0,05    mM.    Las    concentraciones    de    ADP    son:    1,    0   mm;    2,
1,0    mM;     3,     1,4    mM;     4,     1,9    mM.     En    A    y    8    la    actividad    enzimatica    se
deter`min6    a    trav6s    de    la    for`maci6n    de    ADP,    usando    piruvatoquinasa    y
deshidrogenasa   lactica   como   enzimas   auxiliares   tal   como   se   describe   en
Mater`iales   y  M6todos.
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sustr`ato   variable   a   una   concentr`aci6n   fija   de   ATP   (0,10   mM).   Las  lineas

de   las   gr`aficas   de   dobles   r`eciprocos   se   inter`sectan   en   un   punto   en   la

ordenada  lo  que  indica  una  inhibici6n  de  tipo    competitivo.

Cuando    se    estudi6    la    inhibici6n    de    fructosa-1,6-P2    (entre    0   y

0,60   mM)    usando   ATP   como   sustrato   variable   a   una   concentraci6n   fija   de

fr`uctosa-6-P   (0,10  mM),   se  obtuvieron  lineas  que  se  intersectan  en  grafi-

cas    de    dobles    r`ecipr`ocos,     lo    que    indica    una    inhibici6n    de    tipo    no

competitivo   (Figura  78).

Cuando   la   concentraci6n   de   fr`uctosa-1,6-P2   se   vari6   entre   0   y   1

mM   y   se   us6   ATP   como   sustl`ato   var`iable,    a   una   concentl`aci6n   satur`ant;e

de   fl`uctosa-6-P    (1,7   mM;    53   veces   Kin)   la   inhibici6n   r.esult6   de   tipo   no

competitivo.    En   este   caso   se   obtuvo   una   K±   =   7,1   mM,   comparada   con   el

valor`   de   K±   de   0,24   mM   cuando   la   concentr`aci6n   del   sustl`ato  fijo  fue  de

0,10    mM.    Las    gr`aficas    secundarias    de   pendientes    e   intersecciones   con

respecto    a    la    concentr`aci6n    de    fructosa-1,6-P2    resultar`on    lineales

tanto    para    la    inhibici6n+/de     fr`uctosa-1,6-P2    con    r`especto    a    la    de

fructosa-6-P   como   par`a   la   de   fructosa-1,6-P2   con  respecto   a   la   de   ATP.

De  estas  graficas  se  calcularon  las  constantes  de  inhibici6n.

Para   un   mecanismo   en   secuencia   ordenada   la   ecuaci6n   que   describe

la   velocidad   de   la  reacci6n   en  una  gr`afica   de   dobles   r`eciprocos,   cuando

Q   esta   pr`esente   y   se   varia   A   a   diferentes   concentraciones   fijas   de   8,

es  la  siguiente:

1KQ11
_ = I  (  1  +  5ieE  )   (  1  +  -  )  - +  -  (  1  +  ±  )
v         V                       K      a                             K.             A         V                    aalq

For   otro   lado,   cuando   en   pr`esencia   de   Q   se   var`ia   la  concentr.aci6n
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de   8   a   diferentes   concentraciones   fijas   de   A,    se   obtiene   la  siguiente

ecuaci6n :

K.:=E(  1+-,  ,1+
VVA

1K
-(  1+i)   (   1+
VA

Kiq   I   1   +   A/Kia

Kiq   (   1   +   A/Ka   )

De   las   ecuaciones   anter`ior`es   es   posible  deducir`  el  tipo  de  inhibi-

ci6n  por  producto.   Asi,   cuando   el   sustrato  variable   es   A,   el  producto  Q

afecta  s6lo   la  pendiente   de   las  rectas   obtenidas,   indicando  una  inhibi-

ci6n   de   tipo   competitivo.    Por`   otro   lado,   cuando   el   sustr`ato   var`iado   es

8,    el   producto   Q  afecta   tanto   la  pendiente   como   la   intersecci6n   de   las

rectas,   mostrando  una  inhibici6n  de  tipo  no  competitivo.

En   un    mecanismo   en   secuencia   or`denada,    la   gr`afica   secundaria   de

pendientes   en   funci6n   de   la  concentl`aci6n   de   Q,   cuando  A   es  el  sustrato

var`iable,   muestr`a  una   linea  r`ecta   de   la  cual   se   obtiene   la  constante  de

inhibici6n   apar`ente   K.      =   K±q   papa   todas   las   concentraciones   de   8.   Alls
hacer`    el    mismo    analisis   cuando   a   es   el   sustr`ato   variable,    se   obtiene

que   K±s   =   K±q   (    1   +   A/Kia)

Al    gr`aficar    las    inter`secciones    de    las    rectas    con    la   abscisa,

obtenidas   de   las   gr.aficas   de   dobles   recipr`ocos   papa   la   inhibici6n   de   Q

con   respecto   a   a,    en   funci6n   de   la   concentr`aci6n   de   Q,   se   obtiene   una

constante  de   inhibici6n  aparente  K±±   dada  pop  K±±=  K±q   (   1  +  A/Ka).

Las  gr`aficas  secundarias  de  p.endientes  e  intersecciones  con  r`espec-
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to   a  la  concentraci6n   de   fructosa-1,6-P2  resultar`on  lineales   tanto  par`a

la   inhibici6n   de   fr`uctosa-1,6-P2   con   respecto   a  fructosa-6-P   como  papa

la    de   fr`uctosa-1,6-P2   con   r`especto   a   la   de   ATP.    De   estas   gr`aficas   se

calcularon  las  constantes  de  inhibici6n.

Inhibici6n  por`  ADP

Cuando   se   estudi6   el   efecto   inhibitor.io   de   ADP,   el   otro   pl`oducto

de    la   r`eacci6n,    con   respecto   a    la   concent;raci6n    de    fr`uctosa-6-P,    se

obtuvo   una   inhibici6n   de   tipo   no   competitivo   (Figura  7C).   El   mismo  tipo

de   inhibici6n   se   obtuvo   al   estudiar   el   efecto   de   la   concentraci6n   de

ADP   sobr`e   la   velocidad   de   la   reacci6n,   al   variar   ATP   entr`e   0,03   y   0,20

mM,   a  una  concentraci6n  fija  de  fructosa-6-P  de  0,05  mM   (Figura  7D).

Cuando   el   exper`imento   se   r`ealiz6   a  una  concentraci6n   satul`ante   de

fr`uctosa-6-P  de   1,0  mM,   la   inhibici6n   tambien   rue   no   competitiva   (no   se

muestra ) .

Para    un    mecanismo    en    secuencia   ordenada    la    ecuaci6n   de    dobles

r`eciprocos  par`a  la  inhibici6n  de  P  cuando  se  var.ia  A  es:

1K
- = i  (  1  + EL  )  (  1  +
VVKBa

1
-(   1+E,   (   1+
VB

KPK±q/Kq   (   1   +   KaB/KiaKb   )

1   +   Kb/B

1/Kip   +   KqKb/KPK±q   8

De    la    ecuaci6n    puede    verse    que    P    actda    como    un    inhibidor    no

competitivo   con   r`especto   a   A,   a   una   concentr`aci6n   de   8   no  satur`ante.   De
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las    graficas    secundar`ias   de   pendientes   en   funci6n   de   la   concentraci6n

de    P    se    obtiene    una    K±s    =    K±q    Kp    /    Kq   (1     +    Ka    8    /    K±a    Kb)    de    la

inter`secci6n   de    la   r`ecta   con   el   eje   de   la   abscisa.   Por   otr`a   par`te,   de

las   gr`aficas   secundarias   de   intersecciones   ver`sus   la   concentraci6n   del

producto  inhibidor,   se  obtiene  una

K..
11

Kip    (    1   +   Kb/B    )

(    1   +   KqKbK±p/K±qKbB    )

Cuando  8  es  el   sustrato  var`iable  la  ecuaci6n  es:

i  =  fe  (  1  +  -  )   (  1  +
K.

VVA

1K
-(   1+i)   (   1+
VA

P1
)-+

(KPKiq/Kq)         8

Kip    (    1   +   Ka/A   )

en     este    caso,     P    se    compor`ta    como    un     inhibidor`    no    competitivo    con

r`especto    a    a    par`a    todas    las    concentr`aciones    de    A.    La    constante    de

inhibici6n   obtenida   de   las   gr`aficas   secundar`ias   de   pendientes   ver`sus   la

concentr`aci6n   de   P   es   KPK±q/K±q.   Pop   otra   parte,   de   la   gr`afica  secunda-

ria    de    inter`secciones   versus   la   concentr`aci6n   de   producto   se   obtendra

una   Kit   =   Kip    (1   +   Ka/A).

Las    constantes    de    inhibici6n    obtenidas    de    log    exper`imentos    de

inhibici6n  por`   los  pr`oductos  se  incluyen  en  la  Tabla  3.



Tabla  3

CONSTANTES   CINETICAS   PARA   LA   INHIBICI0N   DE   P,fk-2   POB   LOS   PRODUCTOS
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INHIBIDOR SUSTRATO   VARIABLE               INHIB|C|oNa           K.
|S

mM

K..
11

FDP

FDP

ADP

ADP

F6P

ATP

ATP

F6P

0'24

0,27                  1,2

1,0                    2'8

3'6                    3,2

ac,   competitiva;   NC,   no  competitiva.
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Inhibici6n  por  ADP

Par`a   aver`iguar   el    efecto   inhibitorio   de   ADP   con   r`especto   a   ATP,

su    concentr`aci6n    se   var`i6   entr`e   0   y    2    mM,    mientr`as    que    la   de    ATP    se

vari6   entre   0,03   y   0,20   mM.   La   concentraci6n   de   fructo§a-6-P   se  mantuvo

fija    en    0,05    mM    (2,2    veces    Kin).     En    una    gr`afica   del    r`eciproco    de    la

velocidad     en     funci6n     del     reciproco     de    la    concentraci6n    de    ATP,     a

difer`entes    concentraciones    del    inhibidor`,    se    obtuvieron    lineas   rectas

que    se   intersectaron   en   un   punto   en   el   eje   de   la   or`denada,    indicando

una   inhibici6n   competitiva    (Figur`a   8A).    El   mismo   tipo   de   inhibici6n   se

obtuvo   cuando   la   concentr`aci6n   del   sustrato   fijo,   fr`uctosa-6-P,   fue   de

1   mM   (no   se   muestr`a).

La     inhibici6n     de     ADP     ±[s=§±±E    fr`uctosa-6-P    r`esult6    de     tipo    no

competitivo    (Figura   88).    En   e§te   caso   la   concentraci6n   de   fr`uctosa-6-P

se   vari6   entre   0,02   y   0,10  mM,   a  distintas  concentr`aciones  del   inhibidor`

(0  -1,5   mM)    y    a    una   concentr`aci6n    fija    de    ATP    de    0,08   mM.    Aunque    la

inhibici6n    de    ADP    vel`sus    fr`uctosa-6-P apar`ece    como    incompetitiva    en

graficas   de   dobles   recipr`ocos,    el   car`acter   no   competitivo   de   ella   fue

confir`mado    mediante    las    tr`ansfor.maciones     lineales    de    Dixon    (1953)    y

Cor`nish-Bowden   (1974)    (no   se   muestr`an).

|nhibici6n  por  fructosa-1,6-P2

En    la    F`igur`a    8D    se    muestran    los    r`esultados    de    la    inhibici6n

producida  por   fructosa-1,6-P2,   al   usaf   fructosa-6-P  como  sustr'ato  varia-

ble.    En   esta   grafica   las   r`ectas   se   intersectan   a   la   izquierda  del   eje
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Figura  8.   Graficas  de  dobles  r`eclpl`ocos  para  las  irinibiciones  de  Pfk-2r
pop    los    pr`oductos.     A:,     inhibici6n    por`    ADP    usando    ATP    como    sustr`ato
var`iable    a    rna    concentraci6n    fija    de    fr`uctosa-6-P    de    0,05    mM.     Las
concentraciones    de    ADP    son:     1,    0    mM;     2,    0,5   mM:    3,    1,0   mM;    4,    2,0   mM.
8:    inhibici6n   por`   ADP   usando   fr`uctosa-6-P   como   sustr.ato   var`iable   a   una
concentr`aci6n    fija    de    ATP    de    0,08   mM.    Las    concentraciones    de   ADP   son:
1,    0   mM;    2,    0,2   mM;    3,    0,5   mM;    4,    1,0   mM;     5,    1,5   mM.    C:    inhibici6n   pop

::::t°dsea-f[r'u6c-tpo2sac_u6a_npd°deseo?:3#CL°ams°cSounscternattr°acv±aorn]easb[:ear:::t:::::::=;:
son:     1,     0    mM;     2,     0,2    mM;     3,     0,4    mM;     4,     0,8    mM.     D:     inhibici6n    pop

:i:;::]=,:=:i:#::1:o:,d2°deieo;,:i:m§::CL:a::ac-;6:-cP:?C:°rm:°%:::E:n:rcadte;f:rau:c:taob:1:e=:;:::;
enzimatica  se  midi6  a  trav6s  de  la  for`maci6n  de  ADP  usando  pir`uvatoquina-
sa    y     deshidr`ogenasa     lactica    como     enzimas     auxiliar.es,     tal     como     se
descr`ibe   en  Mater`iales  y  M6todos.
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de   la   ordenada   y   por   encima   de   la   abscisa,    indicando   una   inhibici6n   de

tipo  no  competitivo.

Asimismo,     la    inhibici6n    de    fructosa-1,6-P2    con    respecto    a    ATP

(Figura   8C)   rue   de   tipo   no  competitivo,   cuando  la  concentraci6n  de  fruc-

tosa-6-P  rue   de   0,10   mM.   Al   aumentar   la   concentraci6n   de   fr`uctosa-6-P   a

1,0    mM,     las    rectas    de    las    gr`aficas    de    dobles    reciprocos    resultaron

paralelas,   indicando  una  inhibici6n  de  tipo  incompetitivo.

Para   ambas   enzimas   las   graficas   secundar`ias  de  pendientes  e  inter~

secciones,   obtenidas  de  las  gr`aficas  de  dobles  reciprocos  pal`a  la  inhibi-

ci6n   pop   pr`oducto,   mostrar`on  una   dependencia  lineal   con  la  concentraci6n

del   inhibidor,   lo   que   sugiere   una   inhibici6n  pop  producto   simple   sin  la

for`maci6n   de   complejos   de  punto  muert;o.

Las   constantes   de   inhibici6n   par`a   Pfk-2#,   obtenidas  de  los  exper`i-

mentos   de  inhibici6n  por`  producto,   se  incluyen  en  la  Tabla  4.

Inhibici6n .por  analogos  de  los  sustr.atos

Los   estudios   en   velocidad   inicial   descritos  anter`ior`mente  sugieren

un    mecanismo    en    secuencia    ordenada    Bi-Bi,    tanto   para   Pfk-2   como   para

Pfk-2J€.    Por    otr`a   par`te,    los    estudios   de   inhibici6n   por   producto   papa

Pfk-2   muestran   una   sola   inhibici6n   de   tipo   competitivo,    la   de   fr`ucto-

sa-1, 6-P2 versus fructosa-6-P,   1o   que   sugiere  un   mecanismo   en   secuencia

con   un   or.den   estr`icto   de   adici6n   de   los   sustratos   a   la  enzima  en  el   que

fructosa-6-P     ser`ia     el     pr`imer.    sustrato.    En    cambio,    papa    Pfk-2*    los

r`esultados   obtenidos   tanto   de   experimentos   en   velocidad   inicial   como   de

inhibici6n   por   pr.oducto,   estan   de   acuer`do   con   un   mecanismo   en   secuencia



Tabla  4

CONSTANTES   CINETICAS   PARA   LA   INHIBICI0N   DE   Pfk-2#    POB   LOS   PRODUCTOS

48

INHIBIDOR SUSTRAT0   VARIABLE               INH|B|C|oNa K.|S
mM

K..
11

FDP

FDP

ADP

ADP

F6P

ATP

ATP

F6P

0'22                  2,2

0'44                 3'8

0,72

4'1                       1,1

ac,   competitiva;   NC,   no   competitiva.
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ordenada   Bi-Bi   en   el   cual   ATP   seria   el   primer`   sustr`ato   que   se   une   a   la

enzima  y  ADP  el   tiltimo  pr`oducto  que   se   liber.a.

Los   estudios   de   inhibici6n   pop   analogos   de   sustr`atos   ham   sido   muy

titiles   par`a   confir`mar   un   determinado   mecanismo  cin6tico   (Cleland,1970),

de   modo   que   los   resultados   anterior.es   se   apoyar`on   con   estudios   de   este

tipo .

Uri    inhibidor`    se    caracter`iza    pQr`    disminuir    la    velocidad    de    la

reacci6n,    pues    al    unil`se   a   la   enzima   disminuye   el   namer`o   de   especies

pr`oductivas     presentes     mientras     ocur`r.e    la    reacci6n.     Un    inhibidor`    de

punto   muerto   es   aquel   que   sin   ser`   sustrato   o   pr`oducto   de   la   r`eacci6n,

es     capaz    de    formar    complejos    r`ever`sibles    con    una    o    mss    formas    de

enzima.     Estos    complejos    se    denominan    complejos    abortivos,    ya    que    no

participan   en   la   reacci6n   y   s6lo   pueden   disociar`se   en   E'   +   I,   donde   E'

r`epresenta  cualquier  forma  de  enzima  e  I  representa  al  inhibidor.

Para    un    mecanismo    en    secuencia    ordenada    se    obtiene    inhibici6n

competitiva   con   respecto   al   sustrato   variable,    cuando   el   inhibidor   es

capaz    de   combinarse   s6lo   con   la   enzima   libr`e,    es   decir,    con   la   misma

especie   que   se   combina   con   el   sustrato.    En   pr`esencia   del   inhibidor   la

ecuaci6n  de  velocidad  tiene  la  siguiente  for`ma:

VAB

KiaKb    (    1   +   I/K±    )    +   KbA   +   KaB   (    1   +   I/K±    )    +   A   8

donde  K±   =  E   I/EI

Cuando   A   es   el   sustr`ato   var`iable,    8   es   mantenido   constante   y   K±

es   la   constante   de   disociaci6n   del   complejo   enzima-inhibidor`,   la   ecua-



ci6n  de  velocidad  es:

1         1   +   Kb/B         (    1   +   I/K±    )    (   K±aKb   +   Ka   a    )    1
_  =                        +                                                            _           _
v                 V                                                        vB                                        A
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Una   grafica  de   1/v   en   funci6n   de   1/A,   a   distintas   concentr`aciones

fijas    de    I,    mostrar`a   una   serie    de   llneas   rectas   que   conver`gen   en   un

punto   en   la   or`denada,   pues   s6lo   el   t6rmino   de   la   pendiente   contiene   I.

Al   hacer.   una   gr`afica   de   las   pendientes   en   funci6n   de   la   concentl`aci6n

del   inhibidor`,   se   obtendr`a  una   lfnea  r`ecta  cuyo  valor  en  la  inter`secci6n

con  la  abscisa  I  sera  K. .i

Si    I   se   combina   con   la   enzima   libre,    como   en   el   caso   anter`ior`,

pero   ahora   a   es   el   sustrato  variable,   se   obtiene   la  siguiente   ecuaci6n

de  velocidad:

1   +   Ka   (    1   +   I/K±    )/A (    1   +   K±    )     (    K±aKb    )    +   Kb   A      1

VA8

En    este    caso,    tanto    el    valor    de    la    pendiente    como   el    de    la

intersecci6n   esta   afectado   por   la   pr`esencia   del   inhibidor`,   de   modo   que

en  una  grafica   de   dobles   r`ecfprocos  se  obtendr`an  llneas  que  se  intersec-

tan.

Las   graficas   secundarias   de   pendientes   e   inter`secciones   ver.sus   la

concentraci6n   del    inhibidor   dar`an   una   l±nea   recta   de   cuya   intesecci6n

con  la  abscisa  se  obtienen  los  valores  de  K±s  y  K±±,   r`espectivamente:

K±s   =   K±    (1   +   A/K±a) y                  K±±=K±    (1+A/Ka)
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Si   el   inhibidor   se   une   a   la   for`ma   de   enzima   EA,   como  lo  hace  a  en

un   mecanismo   en   secuencia   or`denada,.   y   no   a   la   enzima   libr`e,   la  ecuaci6n

de  velocidad,   cuando  a  es  el  sustr.ato  que  se  var`Ia  sera:

1         (1+Ka/A)

vV

KiaKb   +   KbA   (    1   +   I/K±    )         1

VA

En   esta   ecuaci6n   solo   el   t6rmino   de   la  pendiente   contiene   I,   por.

Io   tanto   la   inhibici6n   ser`a  de   tipo   competitivo   (var`ia   solo   la  pendien-

te).   El   valor   de   K.      obtenido   de   la  gr`afica   de   pendientes  en  funci6n  dels
la  concentraci6n  del   inhibidor  ser`a  Ki   (1  +  K±a  /  A   ).

Si    continuamos   analizando   el   caso   anterior,    en   que   el   inhibidor

se   une    solo   a   EA,   pero   ahora   A   es   el   sustr`ato   var`iable,    se   tiene   la

siguient;e  ecuaci6n  de  velocidad:

1   +   Kb   (   1   +   I/K±    )/8        KiaKb   +   KaB      1

VBA

Aquf    solo    el    tsI`mino    de    la    intersecci6n   esta   afectado   por`    1a

concentr`aci6n   del   inhibidor`,   de   modo   que   la  grafica   del   reclproco   de  la

velocidad    en    funci6n    del    reciproco    de   la   concentr`aci6n   de   A   mostrar`a

una   ser`ie   de   lineas   par`alelas,    indicando   una   inhibici6n   incompetitiva.

La    gr`afica    de    inter`secciones    ver`sus    la   concentraci6n   de    I clara    una

lfnea  recta  que  inter`sectar`a  a  la  abscisa  en  I  =  K±±  =  K±   (   1  +  a  /  Kb).

Par`a   un   mecanismo   en   secuencia   al   azar   en   equilibrio   rapido   la

inhibici6n   de   un   inhibidor`   competitivo,   respecto   a  cualesquiera  de   los

sustratos,   ser`a  de  tipo  no  competitivo  respecto  al  otr`o  sustrato.

De    est;e    modo,     a    trav6s    del    analisis    de    inhibidores    de    punto
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muer`to   se   puede   obtener   informaci6n   para   infer`ir`  el  orden  de   interacci6n

de     los    sustr`atos    con    la    enzima,     esto    es,    par`a    difer`enciar`    entr`e    un

mecanismo   en   secuencia   ordenada   y   uno  en  secuencia  al   azar  en  equilibr`io

r`ap i do .

Inhibici6n  de  Pfk-2  pop  ribosa-5-P

Se   estudi6   el   efecto   inhibitorio   de  r`ibosa-5-P  usando  fr`uctosa-6-P

como   sustr`ato   variable,    a   una   concentr`aci6n   fija   de   ATP   de   0,10   mM.    Al

graficar`    el    recfproco    de   la   velocidad   en   funci6n   del   r`ecipr`oco   de   la

concentraci6n    de    fr`uctosa-6-P,    a    diferentes    concentr`aciones    fijas   del

inhibidor    (0;    5,0   y   10,0   mM)    se    obtuvo   una   ser`ie   de   llneas   r`ectas   que

se   intersectaron   en   el   eje   de   la   ordenada,   indicando   una   inhibici6n   de

tipo    competitivo    (Figura    9A).    Cuando    ATP   fue   el    sustrato   variable,    a

una   concentr`aci6n   de   fr`uctosa-6-P   de   0.05   mM  y   a   varias   concentr`aciones

fijas   de   r`ibosa-5-P    (0;    5,0   y   10,0   mM),    la   inhibici6n   result6   de   tipo

no    competitivo    (Figura    98).    Las    graficas    secundar`ias    de   pendientes   e

intersecciones   ±!£=±!±E   la   concentr`aci6n   de   inhibidor`  resultaron  lineales,

lo  que  descar`ta  la   ihter`acci6n  de  r`ibosa-5-P  en  el   sito  de  uni6n  del  ATP.

Estos    r`esultados    son    compatibles    con   un    mecanismo    en    secuencia

ordenada   en   el   que   fr`uctosa-6-P   es   el   pr`imer   sustrato   que   se   une   a   la

enzima,     o    con    uno    en    secuencia    al    azar    en    equilibr`io    r`apido.     Sin

embar`go,     este    tiltimo    mecanismo    no    esta    apoyado    por`    los    estudios    de

inhibici6n  por  pr`oducto,   pr`esentados  anter`ior`mente.

Inhibici6n   de   Pfk-2  por`  AMP-PNP

AMP-PNP   es   un   analogo   de   ATP   en   el   cual   un   grupo  NH  reemplaza  al
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0                 20                40                  0

I /  [FRuCTOSA-6-P] ,  mM-I

40

I  /  [A TP] ,mM-I

Figura   9.    Graficas   de   dobles   r`eclprocos   para   la   inhibici6n   de   punto
muerto    de    Pfk-2    por   ribosa-5-P.    A:    inhibici6n    por    ribosa-5-P    usando
fr`uctosa-6-P   como   sustrato   variable   a   una   concentraci6n   de   ATP   de   0,10
inM.     Las    concentr`aciones    de    ribosa-5-P    son:     1,   0    mM;    2,     5,0    mM;     3,     10
mM;     4,     15    mM.     a:     inhibici6n    por    r`ibosa-5-P    usando   ATP    como    sustrato
variable   a   una   concentraci6n   de   fr`uctosa-6-P   de   0,05   mM.   Las   concentra~
clones   de   ribosa-5-P  son  las  mismas   que   en  A.
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puente   de   oxlgeno   existente   entre   el   fosfato  a  y   el   fosfato     y  del   ATP

(Yount   y   col.1971a).   Este   compuesto  r`esult6  ser  un  inhibidor  competiti-

vo   de  ATP   (Figura   lop).

Al   estudiar   el   efecto   inhibitor`io   de   AMP-PNP   usando   fructosa-6-P

como    sustr.ato   val.iable,    se   obtuvier.on   r`ectas   paralelas   en   graficas   de

dobles    reciprocos,    lo   que   indica   una   inhibici6n   de   tipo   incompetitivo

(Figur`a   loA).    Estos   r.esultados   apoyan   un   mecanismo   en   secuencia   ordena-

da,    en   el   cual   fr`uctosa-6-P   es   el   primer   sustrato   que   se   adiciona   a   la

enzima.    Para    un    mecanismo   de   este   tipo   un   inhibidor   de   punto   muer`to,

analogo    del    segundo    sustr`ato    que    se    adiciona   a   la   enzima    (ATP   en   el

caso    de    Pfk-2)I,    clara    una    inhibici6n    de    tipo    incompetitivo    cuando    su

efecto  se  estudie  al  variar  la  concentraci6n  del  pr`imer.  sustrato.

Inhibici6n  de  Pfk-2*  por  AMP-PNP

La   Figura    118   muestra   los   resultados   de   la   inhibici6n   producida

por`    AMP-PNP,    al    usaf    ATP    como    sustrato    var`iable    a    una    concentraci6n

fija   de   fructosa-6-P   de   0,10   mM.    Las   r`ectas   de   las  graficas   de   dobles

r`eciprocos    se     intersectan    en    la    or`denada,     indicando    una    inhibici6n

competitiva.

La   inhibici6n   de   AMP-PNP   con   I`especto   a   fr`uctosa-6-P   rue   de   tipo

no   competitivo   (Figura   llA).   En   esta  ocasi6n  la  concentraci6n  de  fr`ucto-

sa-6-P  se    vat.i6    entre    0,02   y    0,10   mM    a   concentraciones    de    inhibidor

iguales   a  0;   0,4;   0,6  y   0,8  mM.

Inhibici6n  de  Pfk-2it  pop  sorbitol-6-P

Pana    Pfk-2*   r'ibosa-5-P   r`esult6    ser   un    inhibidor   no    competitivo
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0                  40                80                 0
I /  [FRUCTOSA-6-P] , mM-I

40                    80                  120

/ [ATP] , mM-I

Figura   10.    GI`aficas   de   dobles   I.ecfprocos   para   la   inhibici6n   de   punto
muerto    de    Pfk-2    pop   AMP-PNP.    A:    inhibici6n   por`   AMP-PNP   cuando    se    usa
fructosa-6-P   como   sustrato   variable   a   una   concentr`aci6n   fija   de   ATP   de
0,05   mM.    Las   concentraciones    de   AMP-PNP   son:    1,    0   mM;    2,    0,2   mM;   3,   0,4
mM;      4,      0,6     mM.      8:     inhibici6n     pol`     AMP-PNP     cuando     se     usa     ATP     como
sust:rato   var`iable   a   una   concentraci6n   fija   de   fructosa-6-P   de   0,10   mM.
Las    concentraciones    de    AMP-PNP    son    1,     0    mM;     2,     0,2    mM;     3,    0,3   mM;    4,
0,4   mM.
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con   r`especto   a    fr`uctosa-6-P,    de   modo   que    no    se   pudo   usar`   como   analogo

de    este    sustl`ato    (no   se   muestr`a).    En   cambio,    sor`bitol-6-P   se    compor`t6

como    un   inhibidor   competitivo   (Figur`a   12A).    La   concentraci6n   de   fr`ucto-

sa-6-P    se    vari6    entre   0,02   mM   y   0.10   mM,    a   distintas   concentraciones

fijas    de    sorbitol-6-P    (0;     1,0    y    2,0   mM).    La   concentr`aci6n   de   ATP   se

mantuvo   constante   en   0,10  mM.

Al   utilizar   ATP   como   sustrato   variable  a  distintas  concentr`aciones

de   sorbitol-6-P    (0;    I,0   y   2,0   mM),1a   inhibici6n   obtenida   fue   de   tipo

incompetitivo,    esto   es,   r`ectas   par`alelas   en   gr`aficas   de   dobles   recipro-

cos   (Figura   128).

Estos    resultados    confir`man    el    mecanismo   propuesto   papa   Pfk-2*   a

partir`   de   los   estudios   de   inhibici6n   por`   pr`oducto,   los   que   indican   que

para   Pfk-2*   ATP   sepia   el   pr`imer   sustr`ato   en   unirse   a   la  enzima  y  ADP  el

tiltimo  pr`oducto  en   liber`ar`se.

Las   constantes   cin6ticas   de   los   estudios   de   inhibici6n   de   Pfk-2  y

Pfk-2*   obtenidas   con   analogos   de   los   sustratos   se   r`esumen   en   la  Tabla  5

y  en  la  Tabla  6,   r`espectivamente.

EFECT0   DE   ATP   SOBRE   LA   ACTIVIDAD

El    analisis    cinetico   de    enzimas    que   catalizan   reacciones    donde

participan   nucle6tidos   se   complica   debido   a  la  multiplicidad  de  especies

que     pueden     unir`se     a     la     enzima.     Usualmente     la     reacci6n     ocur`re     en

presencia    de    iones   Mg+2,    los    que    se   unen   al   sitio   catalltico   de   las

enzimas   como   complejos   metal-nucle6tido.    Ademas,    el    metal    puede   unir`se
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Figur`a   12.    Graficas   de   dobles   reclprocos   para   la   inhibici6n   de   punto
muer`to    de    Pfl{-2*    por    sor`bitol-6-P.    A:    inhibici6n    por   sorbitol-6-P   al
usar   fructosa-6-P   como   sustr`ato   variable   a   una   concentraci6n   de   ATP   de
0,10    mM.     Las    concentr`aciones    de    sor`bitol-6-P    son:     1,    0   mM;    2,    1,0   mM;
3,    2,0    mM.     a:     inhibici6n    por    sorbitol-6-P    al    usar`   ATP   como   sustr`ato
variable   a   una   concentr`aci6n   de   fructosa-6-P   de   0,10   mM.   Las   concentra-
ciones   de   sorbitol-6-P  son  las  mismas   que  en  A.



59

Tabla  5

CONSTANTES   CINETICAS   PARA   LA   INHIBICI0N   DE   Pfk-2

FOR   ANALOGOS   DE   LOS    SUSTRATOS

ANALOGO SUSTRATO   VARIABLE                INHIBIC|ONa            K.
|S

mM

Kii

Ribosa-5-P

Ribosa-5-P

AMP-PNP

AMP-PNP

F6P

ATP

F6P

ATP

C

NC

IC

C

5'3

1122

0,43

0,25

ac,   competitiva;   NC,   no  competitiva;   IC,   incompetitiva.
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Tabla  6

CONSTANTES   CINETICAS   PARA   LA   INHIBICION   DE   Pfk~2Jt

POE   ANALOGOS   DE   LOS   SUSTRATOS

ANALOGO SUSTRAT0   VARIABLE INHIBIC|oNa           K.
|S

mM

K..
11

S or`b i to 1 -6-P

Sorbitol-6-P

AMP-PNP

AMP-PNP

F6P

ATP

F6P

ATP

C

IC

NC

C

1'9

3'1

0,65                 0,85

0,24

ac,   competitiva;   NC,   no  competitiva:   IC,   incompetitiva.
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a  las  enzimas  en  un  sitio  especifico,   ya  sea  este  activador`  o  inhibidor`.

Por   otra   par`te,    la   mayoria   de   las   fosfofr`uctoquinasas   estudiadas

son   inhibidas   por`   ATP,   en   cuyo   caso   la   especie   inhibidora   puede   ser   el

nucle6tido    libre.    el   complejo   metal-nucle6tido   o   ambas.    Por   lo   tanto,

los   estudios   usuales   de   velocidad   inicial,   donde   se   var`ia   un   ligando   a

distintas   concentr`aciones   fijas   de   los   otr`os,   se   complican   ya   que   Mg+2

|ibr.e,    ATP-4   y   MgATP-2   no   pueden   variar`se   independientemente   debido   al

equilibrio    existente    entre    el    complejo    metal-nucle6tido    y    el    metal

|ibre    y    ATP-4.    En    estos    analisis   las   concentr`aciones   de   las   especies

libres   y   acomplejadas   deben   calcular`se   cada   vez   que   la   concentr`aci6n   de

cualesquiera  de  ellas  se  var`Ia.

Al    variar    la    concentr`aci6n    de    ATP    a   distintas    concentraciones

fijas     de     Mg+2,     se    obser`v6    que    par`a    cada    concentr`aci6n    de    Mgc12,     la

actividad     de     Pfk-2     alcanz6     un     maximo    y    luego    disminuy6.     De    estos

r`esultados     se     despr`ende     que     la     velocidad    de    Pfk-2    depende    de     las

concentr`aciones   r`elativas   de   ATP  y  M8C12.

Una    posibilidad    es    que    el    ver`dader`o    sustrato    sea    el    complejo

MgATP-2,    el   cual   se   une   dir`ectamente   a   la   enzima,    en   una  sola  etapa.   Si

esto    es   asi,    la   ecuaci6n   de   velocidad   par`a   la   r`eacci6n   en   funci6n   de

Mg+2   |ibr`e   o   ATP-4,   es   sim6tr`ica,    de   modo   que   las   velocidades   iniciales

deter`minadas   a   concentr`aciones    de   ATP   iguales   a   a,    b   o   c   en   pr`esencia

de   una   concentr`aci6n   fija   de   Mgc12   =  I,   seran   id6nticas   a  lag  velocida-

des     iniciales     deter`minadas     cuando    Mgc12     es     igual     a    £,    i    o    f    en

pr`esencia   de   una   concentr`aci6n   fija   de   ATP   igual   a   d.   La  ecuaci6n  es   la

si8uiente :
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vS

V        Y`ryfy`sA/A  +S

vA

V       KrKfKSA/S  +   A

donde   Ko   es   la   constante   de   disociaci6n   de   MgATP-2,   KSA   la  constante  de

Michaelis   par`a   el   complejo   metal-nucle6tido,   y  A  y  S  las  concentr`aciones

de  Mgc12  y  ATP-4  respectivamente.

Si   las   graficas   de   dobles   r`eciprocos   son   lineales   en   el   r`ango   de

concentraci6n   usado,    entonces   la   Ks   apar`ente   a   Mgc12   =  i  ser`a   igual   a

la  KA  aparente  a  ATP  =  I.

Sin   embar`go,    si    MgATP-2   y   ATP-4   se   unen   a   la   enzima,    entonces   la

ecuaci6n  de  velocidad  ser`a:

vS V
0

V         KOKSA/A+S    (    1+KOKSA/AKs)                            V         KOKSA/Ks    (    1+Ks/S    )    +A

En   este   caso,    la   ecuaci6n   no   es   simetr`ica   con   r`especto   a   ATP-4  y

Mg+2   |ibr`e,    de   modo   que   la   velocidad   inicial   determinada   a   ATP   =   a  y

ATP   =   i.   no   sera   igual   a   la   velocidad   inicial   obtenida   a   Mgc12   =   a   y

M8C12   =  i.

La   ecuaci6n   de    velocidad    en    tar.minos    de   MgATP-2    (SA)    y   de   ATp-4

(S),   las   dos  especies   que  se  unen  a  la  enzima,   es:

VSA

V         KSA    (    1   +   S/   Ks    )    +   SA

De    esta    manera    ATP-4    actda    como    un    inhibidor    competitivo    con

respecto   a   MgATP-2.   En   este   caso   la  Kin  papa  MgATP-2   (KSA)   puede   determi-

narse    usando    una    concentraci6n    de    Mgc12    en    exceso    por    sobr.e    la    de
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ATP-4,    de    modo    que    virtualmente    todo   el    ATP-4   est6   acomplejado.    Bajo

estas  condiciones  la  ecuaci6n  de  velocidad  se  r`educe  a  la  de  Michaelis:

vSt

V        KSA+St

donde  St  representa  la  concentr`aci6n  total  de  sustrato   (ATP).

Efecto  de  MgATP-2  y  de  la  concentl`aci6n  de  fructosa-6-P  en  la  actividad

de  Pfk-2  y  Pfk-2Jr.

La     actividad     de     Pfk-2    y    Pfk-23{     se    midi6    con    r`especto    a    la

concentraci6n   de   MgATP-2(rango   micl`omolar) ,   a   difer`entes  concentraciones

fijas     de     Mg+2.     La    Figura    13    muestra    los    datos    obtenidos    de    este

experimento,   graficados   en   forma   de   dobles   r`ecipr`ocos.   Se  puede  observar`

que    a   las    distintas   concentr`aciones   fijas   de   Mg+2   la   velocidad   de   la

r`eacci6n     de     ambas     enzimas     aumenta    al    aumentar`    la    concentraci6n    de

MgATP-2.     Cabe    destacar    que,     en    las    condiciones    del    exper`imento,    al

aumentar    la    concentr`aci6n    de    MgATP-2    a    cada    concentraci6n    "fija"    de

Mg+2,    |a   concentr`aci6n   de   ATP-4   fue   despreciable  y   que   la  variaci6n   de

la   concentraci6n   de   Mg+2   fue   muy   pequefia.    Los   par`ametr`os   cin6ticos    de

ambas     enzimas      (Kin    y     Vmax)     so'lo     exper.imentaron    cambios    pequefios     al

aumentar  la  concentraci6n  de  Mg+2  |ibre.

El     efecto     inhibitorio     de    ATP    sobr`e     la    fosfofr`uctoquinasa    se

obser`v6   por`   pr`imera   vez   para   la   enzima   obtenida   de   mdsculo   de   conejo.

De    ahi    en    adelante    se    ha   demostrado    que    la   actividad    de    la   enzima

aislada   de   diversas   fuentes   es   regulada   pop  este  metabolito.   Asimismo,

en    la   mayoria   de    los    casos    estudiados,    la   acci6n   inhibitoria   de   ATP
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concentraci6n    de    fructosa-6-P    de    1,0    mM.     Las
libre   son:   1,0   mM   (0),10   mM   (A)   y   30  mM   (I).
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puede  ser`  disminuida  por`  un  aumento  en  la  concentraci6n  de  fr`uctosa-6-P.

La     inhibici6n     de     la     actividad     de     Pfk-2     por     exceso     de     ATP,

mencionada   anter`ior`mente,    se   puede   deber   a:    1)    la   uni6n   de   MgATP-2   a  un

sitio   alost6rico   inhibitor`io,    2)    la   uni6n  de  AIP-4  al   sitio  catalltico

y   3)   al   acomplejamiento   de   Mg+2   por   ATP,    con   la   consecuente  disminuci6n

de  la  concentr`aci6n  de  un  activador  esencial.

Para   distinguir`  entre  estas   posibilidades   se   estudi6  el   efecto   de

la    concentr`aci6n     de    MgATP-2,     en    el    inter`valo    milimolar    (0    -4    mM),

sobre    la   velocidad   de   r`eacci6n   de   Pfk-2   (pH   8,2)   a   dos   concentr`aciones

de   fr`uctosa-6-P   (0,1   y   1,0   mM)   y   a   una   concentr`aci6n   fija  de  Mg+2   libr`e

de   1,0   mM    (Fig.14).    A   concentr`aciones   bajas   de   fructosa-6-P   (0,10  mM),

s6lo   Pfk-2   fue   inhibida   por`   el   complejo   metal-nucle6tido,   en   tanto   que

a    concentr`aciones    altas    de    fr`uctosa-6-P    (1,0    mM)    ninguna    de    las    dos

enzimas    pr`esent6    inhibici6n.    Pfk-2*    tampoco    fue    inhibida    por   MgATP-2

cuando    la    concentr`aci6n    de    fl`uctosa-6-P    se    disminuy6    a    0,05    mM.    La

inhibici6n   de   Pfk-2   pop   MgATP-2   no   se   modific6   al   incluir   en   el   medio

de  ensayo  fructosa-1,6-P2  igual  a  1,0  mM   (no  se  muestra).

Papa   estudiar   el   efecto   de   la   concentr`aci6n   de   Mg+2   libr`e   sobre

la   inhibici6n   de   Pfk-2   pop   MgATP-2   (pH   8,2),    la   concentraci6n   de   Mgc12

se   vari6   dejando   un   exceso   constante   por`   sobl`e   la   concentr`aci6n   de   ATP

(Fig.     15).    De   este   modo   se   asegul`6   que    la   proporci6n   de   ATP   presente

como   MgATP-2   fuer`a   alta   y   apr`oximadamente   constante    (entre   94,5   y   95,3%

cuando    ATP    se    vari6    entr`e    0   y    4    mM,    con    un   exceso   de   Mgc12   de   1   mM).

Asimismo,    la   concentr`aci6n   de   otr`as   especies   i6nicas   se   hizo   despr`ecia-

ble,    en   contr`aste   con   lo   que   se   obtiene   cuando   ATP   y  Mgc12  se  var`ian  en

una   r.az6n   constante.    Por   ejemplo,    si   la   concentl`aci6n   total   de   ATP   se
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F.igura   14.   Efecto   de   la   concentraci6n   de  MgATP-2   (inter.valo  milimolar)
sobr.e   la   actividad   de   Pfk-2  y   Pfk-2Jt   a   dos   concentraciones  de  fl`ucto-
sa-6-P.   A,   Pfk-2;   8,   Pfk-2*.   La   actividad   de   ambas   enzimas   se  detel`min6

:?o Pries(e#,a cod: u:n:x::snoce:ot:sa::f:e ddee  f:¥2t::a=6=:. de   Oilo  mM   ( a  )   y
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varia   desde   0,10   a   10,0   mM,    la   pr`opor`ci6n   de   este   nucle6tido,   pr`esente

como   MgATP-2,    var`ia   entre   28,9   y   85,3%   cuando   la   raz6n   es   igual   a   uno,

y    entr`e    46,6    y    85,3%    cuando    la   raz6n   es   2.    Var`iaciones    similar`es    se

observar`ian  en  la  concentraci6n  de   las  otr`as  especies  i6nicas.

De   los   resultados   presentados   en   las   Figur`as   14   y   15   fue   posible

inferir   que   MgATP-2   es   un   inhibidor   de   Pfk-2   y   que   esta   inhibici6n   se

revier`te    parcialmente    al    aumentar    la    concentr`aci6n    de    Mg+2   libre.    La

inhibici6n   fue   cooper`ativa.   con   un   coeficiente   de  Hill   de  aproximadamen-

te     1,5.     El     efecto    de    Mg+2    libr`e    se     tradujo    en    un    aumento    de    la

constante   de   inhibici6n   aparente,    sin   cambio   en   el   coeficiente   de   Hill

(Tabla   7).

Efecto  de  ATP-4  en  la  actividad  de  Pfk-2  y  Pfk-2*.

Los    r`esultados    anter`ior`es    indican   que   MgATP-2   es   un   inhibidor   de

la   reacci6n   catalizada   pop   Pfk-2   y   que   Mg+2   1ibr`e   es   capaz   de   r`evertir

par`cialmente   esta   inhibici6n.   Sin   embar`go,   estos  r`esultados  no  descar`tan

la   posibilidad   que   ATP-4   actde   como   un   inhibidor   de   Pfk-2,   de   Pfk-2#   o

de   ambas   enzimas.    Para   estudiar`   esto,   se   midi6   la   actividad   de   Pfk-2   y

Pfk-2*   en   funci6n   de   la   concentr`aci6n  de  ATP  por`  sobr`e  una  concentraci6n

constante   de   Mg+2    (0,6   mM),    a   dos   concentr`aciones   de   fr`uctosa-6-P    (0,10

y   1,0   mM).    Los   resultados   obtenidos   se   muestr`an   en   la   Figura   16,    donde

se   obser`va   que   ambas   enzimas   fueron   inhibidas   pop   ATP-4  y   que   tanto   en

el   caso   de   Pfk-2   como   en   el   de   Pfk-2*   esta   inhibici6n   no   rue   rever`tida

por`    un    aumento    en    la    concentraci6n    de    fr`uctosa~6-P.    Estos   resultados

sugieren    que    la    inhibici6n    de    ambas    enzimas    pop    ATP-4   ocurr`ir`ia    por

uni6n    de    6ste    al   sitio   catalitico.    Par`a   confir`mar   esto,    se   ensay6   la



69

Tabla  7

CONSTANTES   CINETICAS   PARA   LA   INHIBICION   DE   Pfk-2   POB   MgATP-2

A   DIFERENTES   CONCENTRACI0NES   DE   Mg+2    L|BREa

Mg+2   |ibre,   mM
Ki,    mM

La    concentr`aci6n    de    MgATP-2    se    vari6    en   el    rango   milimolar    (0   -   4

::)iosL°esxp:::::::osdedeKi}nx±bd±ec±h6ns:a:b£:Xi:=8ndede[a[aFS±g8urraaf±[C5a.SdeH±]]
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Figura   16.    Efecto   de   la   concentraci6n   de   ATP-4   sobre   la   actividad   de
Pfk-2   y   Pfk-21.    A,    Pfk-2;    8,    Pfk-2*.    La   actividad   de   ambas   enzimas   se
determin6   en   presencia   de   una   concentraci6n   de   fr.uctosa-6-P   de   0,1   mM
(0)    y   1,0   mM    (A).    La   concentraci6n   de   Mgc12   se   mantuvo   constante   en
0'6   mM.
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velocidad   de   la   r`eacci6n   de   Pfk-2   y   Pfk-2*   en   funci6n   de   la   concentr`a-

ci6n   de   MgATP-2   (0   a   0,20   mM)   a   varias   concentraciones   fijas   de  ATP-4  y

a    una    concentraci6n    fija    de    fructosa-6-P     (0,5    mM).     Al    gr`aficar.    el

r`ecipr`oco   de   la   velocidad   en   funci6n   del   recipr`oco   de   la   concentr`aci6n

de   MgATP-2   a   distintas   concentr`aciones   de   ATP-4   se   obtuvo,    papa   ambas

enzimas,   una   ser`ie   de   lineas   I`ectas   que   se   inter`sectaron   en   un  punt;o  en

la   or`denada,    hechos   que   indican   una   inhibici6n   competitiva   de   ATP-4   en

relaci6n  a  MgATP-2,   tanto  par`a  Pfk-2  como  papa  Pfk-2#   (Figura  17).

Las   graficas   secundarias   de   pendientes   en  funci6n  de  la  concentra-

ci6n   de   ATP-4   fueron   lineales   en   ambos   casos,   y   de   ellas   se   obtuvo   una

constante     de     inhibici6n     (K±)     de     10    y     8   HM    par`a    Pfk-2    y    Pfk-2*,

respectivamente .

De    est;a   manel`a,    el    efecto   de    ATP-4   sobr`e   ambas    enzimas   se   puede

explicar   por   una   inhibici6n   competitiva   de   6ste   en   el   sitio   activo  y  es

posible    descar.tar    algan   efecto   de   Mg+2   libr`e   como   activador   esencial.

En    este    filtimo    caso,    la    inhibici6n    de    ATP-4    con    |`especto    a   MgATP-2

serla   mss   compleja,    acercandose   a   la   linear`idad   mientr`as   mayor   sea   la

contr`ibuci6n  del  componente  competitivo.

La  inhibici6n  por  ATP  de  las  fosfofructoquinasas  aisladas  de  diver-

sas`    fuentes    se    modifica    al    var`iar    el    pH   del    medio    de    reacci6n,    la

concentraci6n    de    sustratos    (fr`uctosa-6-P) ,    pr`oductos    (fructosa-1,6-P2)

u   otros   metabolitos    (AMP,    CAMP,    ADP,    Pi).    A   continuaci6n   se   presenta  el

estudio    de    la    inhibici6n    de    Pfk-2   y    Pfk-2*    pop    MgATP-2    en    diver`sas

condiciones .
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Efecto  de  nucle6sido-mono  y  -difosfatos

AMP,    ADP   y   CAMP   son   potentes   activadores   de   las   fosfofructoquina-

sas   de   mamiferos.    Su   efecto   es   notorio   en   presencia   de   concentr`aciones

inhibitor`ias     de     ATP.     Par`a     la     enzima    aislada    de    h±gado,     mdsculo    o

cer`ebro    de    conejo,     CAMP    es     el    activador`    mss    efectivo,    con    pequefias

difer`encias  entr.e  las  tr`es  enzimas.

Par`a     la     enzima    de    cerebr`o,     Tsai    y    Kemp     (1974)         infol`mar`on    un

valor`     de     K       de     alrededor`     de    0,1    mM    par`a    AMP    y    un    valor`    de    K       deaa
apr`oximadamente     0,05    mM    para    CAMP    en    condiciones    donde    la    actividad

enzimatica   disminuye      a  un   5%   de   la   maxima   actividad   (fructosa-6-P  1  mM

y   ATP   8,5   mM).

La    pr`esencia    de     distintas     concentraciones     de     AMP,     CAMP     o    ADP

(desde    0,01    a   5,0   mM)    en    el    medio    de    ensayo    de    Pfk-2,    en   condiciones

donde    la    enzima    esta    par`cialmente    inhibida    (MgATP-2   6mM,    fr`uctosa-6-P

0,10   mM)    no   modific6   significativamente   el   gr`ado   de   inhibici6n   de   6sta

por  MgATP-2   (Tabla  8).

Efecto  de  la  concentraci6n  de  H+

El   pH   del   medio   de   ensayo   es   un   factor   importante   para   estudiar

la   inhibici6n   por`   ATP    (Uyeda   y   Racker`,1965;    Trivedi   y   Danfor`th.1966).

La   enzima   de   mdsculo   no   pr`esenta   inhibici6n   a  pH   9,0,   per`o  a  valores  de

pH    bajo    7,0    la    inhibici6n    aumenta    consider`ablemente.     A    pH    7,0,     la

inhibici6n    es    mucho    mayor`    en    imidazolio    que    en    fosfato.     La    enzima

obtenida    de    cer`ebr`o    (Lowry    y    Passonneau,     1966),    coraz6n    (Kar`adsheh   y

col.,1977),   diafr`agma   (Ui,1966)   e  higado   (Kemp,1971)   muestr`a  propieda-

des   similares.    Sin   embargo,    1a   fosfofructoquinasa   de   levadura,   muestra
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Tabla  8

EFECT0   DE    LA   CONCENTRACI0N   DE   NUCLEOSIDO-MONO   Y   -DIFOSFATOS

SOBRE   LA   ACTIVIDAD   DE   Pfk-2

CONCENTRACI0N

DE    NUCLEOSIDO

(mM)

ACTIV|DADa

( U/ml )

CAMP

0 ' 132

0 ,134

0 ' 132

0 ,138

0 ,142

0 ' 144

0 ' 146

0 ,142

0 ,148

0'132

0'160

0 ,146

0 , 1 54

0,160

0 ,140

0,156

0 ' 150

0 I 160

0 ,132

0 ,164

0 ,160

0 ,142

0 I 140

0 ' 140

0'142

0 ,126

0 ,124

a La   actividad   se   midi6   en   presencia   de   ATP   6   mM,    fr`uctosa-6-P  0,1   mM  y
M8C12    10   mM.
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el   fen6meno   contr`ario,   est;o   es,   es   mss   sensible   a   la   inhibici6n  por.  ATP

a  pH  alcalino   (Lindell  y  Stellwagen,1968).

La    actividad     de     Pfk-2    y    Pfk-2jt     se     midi6    en     funci6n     de     la

concentraci6n    de   MgATP-2   en   un   r`ango   de   pH   desde   5,5   a   9,0.   Par`a   Pfk-2

la    inhibici6n    pop    MgATP-2    fue    mss    pronunciada    a   pH    alcalino    y    fue

parcialmente   revertida   al   disminuir   el   pH   del   medio   de   r`eacci6n   (Figur`a

18).    Por    otr`a    part;e,    Pfk-2*   no   pr`esent6   inhibici6n   pop   MgATP-2   en   el

rango  de  pH  estudiado   (Figura  19).

Efecto  de  nucle6sido-trifosfatos  en  la  actividad  de  Pfk-2  y  Pfk-2il

La    fosfofructoquinasa    aislada    de    diver`sas    fuentes    (Escherichia

sg±±,    levadura,    m6sculo)    puede   usar`   una   amplia   var.iedad   de   nucle6sidos

trifosfato    como    sustratos    en    la    reacci6n    catalltica    (Sols    y   Salas,

1966;    Uyeda   y    Racker`,1965;    Blangy   y   col.,1968).    La   enzima   de   masculo

puede       usar`       tambi6n       2-amino-9-A -D-r`ibofuranosilpur`ina-5'-tr`ifosfato

(Bloxham  y  Lardy,1973) ,   6-mer.capto-9-A -D-ribofur`anosilpurina-5'-trifos-

fato    (Bloxham   y   Lar`dy,1973)    y     1,N6-eteno-ATP    (Secrist   y   col.,1972).

Sin   embar`go,   no   todas   las   enzimas   muestr`an   esta   amplia   especificidad   de

nucle6tidos.   Denis   y   Coultate   (1967)   mostrar`on  que  la  fosfofructoquinasa

aislada   de   br.otes   de   bl`uselas   usa  pr`eferentemente  nucle6sidos  trifosfato

pur`inicos     (ATP,     GTP,     ITP),     en    tanto    que    los    nucle6sidos    trifosfato

pir`imidlnicos     son    pobres     dador.es     de    fosfato.     Pop    otra    parte,     los

requerimientos   estructurales   par`a   la   inhibici6n  pop  exceso   del   sustrato

nucleotidico  parecen  mss   restringidos   que   los  necesar`ios  papa  la  activi-

dad    catalltica.    La   enzima   de   mdsculo   es    inhibida   par   ATP,    CTP   y   UTP,

pero    no    presenta    inhibici6n    pop    ITP;    aunque    este    tiltimo    actaa   como
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Figura   18.    Efecto   del   pH   del   medio   de   reacci6n   sobre   la   inhibici6n   de
Pfk-2   pop   ATP.    La   actividad   enzimatica   se   deter`min6   en   presencia   de  una

:::::nt:nac±u6nnad:rofprourcct±°6Sna-::P4::°c'oLnmrMe.sp::t:°nace::racco±n6cnen€:a:f6C:2d::
nucle6tido.   Los  pH  son:   H  ,   5,5;  A  ,   6,5;  a  ,   9,0.
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Figura   19.   Efecto   del   pH  del  medio  de  r`eacci6n  sobre   la  inhibici6n  del
Pfk-2*    por   ATP.    La    actividad    enzimatica   se   determin6   en   presencia   de

::av::::enetnra::£npf:pofrrcu±C6tn°S::6Z:]d:on°':e:g;cE::0::e:::::i€:a::6nM8g:£
nucle6tido.   Los   pH  son:  H  ,   5,5;   A,   6,5;   0,   9,0.
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sustr`ato    (Uyeda   y   Backer,    1965).    Ija   enzima   de    levadur`a   par`ece   atin   mss

especifica   ya   que   s6lo   ATP   es   capaz   de   inhibir   su   actividad   (Vifiuela  y

col.,1963;    Ramaiah   y   col.,1964;    Lindell   y   Stellwagen,1968).   Pfk-1   de

E.    coli es    capaz    de   usar`   ITP   como   sustr`ato,    pero   su   actividad   no   es

inhibida  por`  este  compuesto   (Atkinson  y  Walton,1965).

En    la   Tabla   9    se    resumen    los    r`esultados    obtenidos   a   partir   de

exper`imentos    en    los    que    se    midi6    la    actividad    de    Pfk-2   y   Pfk-2*   en

funci6n    de    la   concentraci6n    (desde   0  -  10   mM)    de   diver`sos   nucle6sidos

tr`ifosfato     (GTP,     CTP,     UTP,     ITP    y    ATP),     usados    en    forma    de    complejo

metal-nucle6tido.     Tanto    Pfk-2    como    Pfk-2*    utilizaron    como    sustrato

todos   los   nucle6tidos   pr`obados,   sin   embargo,   los  valores  de  las  constan-

tes   de   Michaelis   r.esultaron   apr`oximadamente   10   veces   mss   altos   que   el

cor`r`espondiente   a   la   de   MgATP-2.   Pop   otra   parte,   la   inhibici6n   de  Pfk-2

por   cada   uno   de   los   complejos   metal-nucle6tido   pr`obados   rue   mucho   menor`

que   la   obser`vada   a   igual   concentraci6n   de   MgATP-2,    1o   que   indica  que  la

inhibici6n  por`  este  compuesto  es  bastante  especlfica.

EFECTO   DE   IjlGANDOS   S0BRE   EL   ESTAD0   DE   AGREGACI0N   DE   LAS   ENZIMAS

Ademas   de   los   efectos   regulatorios   de   las   fosfofructoquinasas   de

mamiferos   pr`ovocados   pop   ATP,    se   ha   demostr`ado   que   una   gran   var`iedad   de

ligandos   puede   afectar  la  actividad  enzimatica   de   la  fosfofructoquinasa

de   mfisculo   de   conejo.    Estos   ligandos   incluyen   sustr`atos   y   pr`oductos   de

la   r`eacci6n,    H+,    cationes   divalentes   y   metabolitos   tales   como   citrato,

2, 3-difosfoglicerato  y  creatinafosf.ato.
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Tabla  9

COMPLEJOS   Mg+2-NUCLEOTIDOS   COM0   SUSTRATOS   E    INHIBIDORES

DE   Pfk-2  Y   Pfk-2#

NUCLEOTIDO Kin,    mM   a                                                %   de   INH|B|C|oN   b

Pfk-2                     Pfk-2J'                     Pfk-2                     Pfk-2#

ATP

CTP

ITP

GTP

0'06

0'90

0,30

0'35

0'78

0,16 72

30

45

24

25

1'5C

23

30

a
b   V.;.|ocidad    a    MgxTP-2     10    mM    r`eferido     al     maximo    valor    de    velocidad

obtenido  para  cada  nucle6tido.

Kin  aparente;   la  concentr`aci6n  de   fr`uctosa-6-P  es   0,10  mM.

6   mM    CTP.
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El     mecanismo    por    el     cual    estos    ligandos    ejercen    sus    efectos

alost6r`icos   ha   sido   extensamente   estudiado.   I.ad  y  col.   (1973)   estudiar`on

la    influencia    de    sustratos    y    efector`es    alost6r`icos    en   el    estado   de

agregaci6n   de   la   enzima.    Sus   r`esultados   indican   que   los   activador`es   de

la    enzima,    estabilizan   la   forma   tetr`am6rica,    mientl`as   que   citr`ato,    un

inhibidor`   de   la   enzima,   estabiliza   agregados  mss  pequefios,   pr`obablemente

mon6meros  y  dfmeros.

Efecto  de  MgATP-2  en  la  sedimentaci6n  de  Pfk-2  y  Pfk-2I

En    las    Figuras    20   y    21    se   muestra   la   sedimentaci6n   de   Pfk-2   y

Pfk-2*,     r`espectivamente,     en    gr`adientes     de     sacarosa    en     ausencia    de

ligandos    despu6s    de    experimentos    de    ultracentrifugaci6n    zonal.    Ambas

enzimas   sedimentan   en   una   posici6n   que   corl`esponde   a   la   de   un   dlmero,

de  acuer`do  a  los  estandares  usados.

El   agregado   de   MgATP-2   (1   mM)   al   gradiente   de   sacar`osa   resulta  en

un   desplazamiento   en   la   posici6n   del   pico   de   Pfk-2  hacia   la   r`egi6n.  de

pesos   moleculares   mss   altos.    En   estas   condiciones   el   peso   molecular`   de

Pfk-2    es    el    correspondiente    a   un   tetramel`o    (Figura   20),    mientr.as   que

Pfk-2*  sedimenta  como  un  diner.o  en  presencia  del  complejo  metal-nucle6ti-

do   (Figur`a  21).

Segan    se    obser`v6    en    los    estudios    del    efecto    de    ATP    sobre    la

actividad    de    Pflc-2,    la    inhibici6n    de    la    enzima   pop   MgATP-2   pudo   ser

revertida   por   un   aumento   en   la   concentraci6n   de   f`r`uctosa-6-P.   Entonces,

si     los    cambios    en    estr`uctur`a    cuaternaria    de    Pfk-2,     observados    en

pr`esencia    de    MgATP-2,     estan    r`elacionados     con    la    regulaci6n     de     la

actividad   por`   este   nucle6tido,   es   probable   que   la   transici6n   dimer`o-te-
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tramero,    tambi6n   se   vea   afectada   por   la   concentr`aci6n   de   fructosa-6-P.

En   las   Tablas   10   y   11   se   pr`esentan   los   coeficientes   de  sedimentaci6n  de

Pfk-2    y    Pfk-2*,     respectivamente,    en    pr`esencia    de    varios    ligandos.    A

bajas     concentr`aciones     de     MgATP-2    y    fructosa-6-P     (0,10    mM    cada    uno),

condiciones    bajo    las    cuales    Pfk-2    no   pr`esenta    inhibici6n,    la    enzima

existi6   como   un   dfmer`o.    Sin   embargo.    a   bajas   concentr`aciones   de   fr`ucto-

sa-6-P     (0,10    mM)    y    altas    de    MgATP-2     (4    mM),     condiciones    en    las    que

Pfk-2   esta   inhibida,    la   enzima   sediment6   como   un   tetramero.    Cuando    la

concentraci6n    de    fructosa-6-P    se    aument6    a   1,0   mM   y   la   concentraci6n

del    inhibidor   se   mantuvo    (4   mM),    Pfk-2   estuvo   pr`esente   como   un   dimero

(Tabla    10).    Cabe    destacar    que    bajo    estas    condiciones    se    revier`te    la

inhibici6n    de    Pfk-2    por    MgATP-2.    Pfk-2*   no   fue   capaz   de   tetr`amer`izar

adn   a  concentraciones   muy   altas   de   MgATP-2   (18  mM)    (Tabla   11).

Segan   se   vi6   anterior`mente,    ATP-4   es   un   potente   inhibidor   de   la

reacci6n   catalizada   por   Pfk-2   y   Pfk-2*   y,    en   este   caso,   la   inhibici6n

es     de    tipo    competitivo    con    r`especto    a    MgATP-2,     lo    que    indica    que

pr`obablemente   ocurr`e   en   el   sitio   activo   de   ambas   enzimas.   Ahora,   cuando

soluciones    de    Pfk-2    y   Pfk-2*    se    sometieron   a   ultracentrifugaci6n    en

gradientes     de     sacar`osa     en     presencia     de    ATP-4    1    n",     ambas    enzimas

sedimentaron   como   un   dlmero,   apoyando   la   §ugerencia   anter`ior   acerca   del

sitio  de   acci6n  del  ATP-4   (Tablas   10  y  11).

Se    estudi6    el     efecto    de    la    concentr`aci6n    de    MgATP-2    sobre    el

estado    de   agregaci6n   de   Pfk-2   en   un   rango   desde   0,04  -1,0   mM.    A    lag

concentr`aciones    mss    bajas    empleadas    (0,04   y   0.06   mM),    Pfk-2      sediment6

como   dlmer`o,    mientras   que   a   las   concentl`aciones   mayores   (0,4   hasta   1,0

mM)   su   posici6n   de   sedimentaci6n   fue   la   corr`espondiente   a   un   tetramel`o.
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Tabla  10

COEFICIENTE   DE   SEDIMENTACION   DE   Pfk-2   EN   PRESENCIA   DE   LIGANDOS   a

ninguno

MgATP-2   1   mM

ATp-4   1   mM

MgATP-2  4  mM;   fr`uctosa-6-P   1   mM

MgATP-2  4  mM;   fr`uctosa-6-P   0,1   mM

MgATP-2  0,1   mM;   fl`uctosa-6-P   0,1   mM

MgADP-1   1   mM

MgATP-2   1   mM;    MgADP-1   1   mM

fructosa~1,6-P21  mM

MgATP-21   mM;   fructosa-1,6-P21   mM

a

4'9

7,0

5'0

5'1

7,0

4,9

4,8

7'2

4'7

5'1

Los     valores     aproximados    de    S    papa    un    dimer`o    de    70.000    Da    y    un
tetramero  de  140.000  Da  son  4,7  y  7,3  respectivamente.

b  En  cada  caso  la  concentr`aci6n  de  Mg+2  libre  fue  apr`oximadamente  4  mM.



Tabla  11

COEFICIENTE   DE   SEDIMENTACION   DE   Pfk-2#   EN   PRESENCIA   DE   LIGANDOS   a

nin8uno

MgATP-2   1   mM

ATP-4   1   mM

MgATP-2   4   mM;    fr`uctosa-6-P   1   mM

MgATP-2   4   mM;   fr`uctosa-6-P   0,1   mM

MgATP-218   mM;    fr`uctosa-6-P   0,1   mM

MgATP-2   18   mM

MgADP-1    1   mM

fructosa-1,6-P21  mM

fr`uctosa-6-P   1   mM   C

4'6

4,6

4'6

4'8

4,8

5,2

5,7

5'1

5,3

4,5

a  I.os     valores     aproximados    de    S    papa    un    dlmero    de    70.000    Da    y    un

tetl`amero  de   140.000  Da  son  4,7  y  7.3  r.espectivamente.

b  En  cada  caso  la  concentraci6n  de  Mg+2  1ibre   fue  aproximadamente  4  mM.

C   En   ausencia   de   Mg+2.
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A   las   concentr`aciones   intermedias   de   MgATP-2   (0,08-0,2  mM)   Pfk-2  presen-

t6   un   pico   de   sedimentaci6n   asim6trico   y   mag   ancho,   y   su  posici6n  en  la

gradiente     se     desplazaba    desde     la    r`egi6n    del     dimero    hacia     la    del

tetramero.    En   la   Figura   22   se   muestra   la   variaci6n   del   coeficiente   de

sedimentaci6n  de  Pfk-2  en  funci6n  de  la  concentraci6n  de  MgATP-2.

Efecto  de  otros  ligandos  en  el  estado  de  agregaci6n  de  Pfk~2  y  Pfk-2*

En   el    caso   de   la   enzima   de   masculo   de   conejo   (Lad   y   col.,1973),

activadores   tales   como   fructosa-1,6-P2   estabilizan   la  especie  tetram6r`i-

ca.    ADP,    un   activador   de   la   enzima,    tambi6n   favorece    la   for`maci6n   del

tetramero,    cuando   la   concentraci6n   de   protelna   es   menor   que   300   ug/ml.

A    concentr`aciones    mayores,    no    se    obser`va    efecto    significativo   de   ADP

(Hester`berg  y   Lee,1982).

Se    estudi6   el    efecto   de    los   productos    de    la   r.eacci6n,    fructo-

sa-1,6-P2    y   MgADP-1   en   el    estado   de   agregaci6n   de   Pfk-2   y   Pfk-2#.    En

presencia    de   MgADP-1,    ambas   enzimas   sedimentaron   como   un   dlmero   (Tablas

10    y     11).     Sin    embargo,     cuando     se     incluy6    MgADP-1    y    MgATP-2    en    e|

gradiente   de   sacarosa   (1   mM   de   ambo§),    la   sedimentaci6n   de   Pfk-2  rue   la

cor`r`espondiente   a   un   tetramer`o   indicando   que   el   nucle6sido-difosfato   es

incapaz   de   convertir   el    tetr`amero   de   Pfk-2,    pr`oducido   pop   MgATP-2,    en

dlmero.   El  hecho  que  la  inhibici6n  de  Pfk-2  pop  el  complejo  metal-nucle6-

tido   no   pudo   ser   revertida   pop   MgADP-1   tambi6n   hace   pensar   que   existe

una  relaci6n  entre   el   estado  de  agregaci6n  de  Pfk-2  y  su  susceptibilidad

a  ser  inhibida  por  MgATp-2.

El   otr`o   producto   de   la   reacci6n,    fructosa-1,6-P2,   rue   incapaz   de

promover   la   tetramerizaci6n   de   Pfk-2   o  Pfk-2*   a  una  concentraci6n   igual

a   1   mM   (Tabla   10   y   11).
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a)

loo                     200       400
Mg AT P-2, 4M

Figura   22.    Efecto   de   la   concentraci6n   de   MgATP-2   sobre   el   estado   de
agregaci6n   de   Pfk-2.    En   la   or`denada   se   grafica   la   posici6n    (N°    de   la

f:::S±£T)sde±[nd:::°e}decoseefd±±cmfeennttaec±::sd:d±Pm¥n-t2ac:6nc,ad:a]Cc°un]Caednotr:::::::
indica  en  Materiales  y  M6todos.



88

Cuando   la   ultr`acentrifugaci6n   de    soluciones   de   Pfk-2   se   r`ealiz6

en    pr`esencia   de    fructosa-1,6-P2   1   mM   y   MgATP-2   1   mM,    la   posici6n   del

pico   de   sedimentaci6n   fue   la   col`respondiente   a   un   dfmero   (Tabla   10).   Si

se   consider`a   que  para  Pfk-2,   fructosa-1,6-P2  es  un  inhibidor  competitivo

con   r`especto   a   fructosa-6-P,    es   pr`obable   que   la   uni6n   de   ambos  azdcar`es

pr`oduzca     el     mismo     cambio     confol.macional     en     la     enzima,     el     que     se

tr`aduciria    en    una    p6rdida    de    la    sensibilidad    a    la    inhibici6n    por

MgATP-2  y  en  la  incapacidad  de  experimentar  la  tr`ansici6n  dimero-tetrame-

ro,

Efecto  de  la  concentr`aci6n  de  H+  en  el  estado  de  agr`egaci6n  de  Pfk-2

Como   se   coment6   anter`iormente   el   pH   del   medio   de   reacci6n   es   un

factor  importante  para  demostr`ar  la  inhibici6n  pop  ATP  de  fosfofructoqui~

nasa   de   distintas   fuentes.   Pfk-2   de   E.   coli,   al igual   que   la   enzima   de

levadura,    pr`esenta   el    fen6meno    contrario    a   las    enzimas   de   mamlferos,

esto   es,    es   mss   sensible   a   la   inhibici6n   por.MgATP-2   a   valores   de   pH

mss    alcalinos.     El    estado    de    agr`egaci6n    de    la    enzima    de    masculo    de

conejo   esta  influenciado  pop  val`ios   factores,   entre  ellos   la  concentr`a-

ci6n   de   protelna  y   el   pH  de   la   soluci6n.   A  bajas   concentraciones   de   H+

se   favorece   la   asociaci6n   de   subunidades   para   formar   agr`egados   mayor`es,

tales   como   el   tetramer.o.   A  pH   8,0   y   a   una   concentraci6n   de   pr`oteina   de

apr`oximadamente   0,2   mg/ml,    la   enzima   de   masculo   de    conejo    existe   como

un   tetr`amero   activo.   Contrariamente,   concentr`aciones   altas  de  H+  favor`e-

cen     la     formaci6n     de     dlmeros     (y     pr`obablemente     mon6meros)     de     menor

actividad  especifica   (Pavelich  y  Hanmes,1973).
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Se   estudi6    1a   sedimentaci6n   de   Pfk-2   a   difer`entes   valor`es   de   pH,

5,5   y   9,0.    Tanto   a   pH   5,5   como   a   pH   9,0,   Pfk-2   sediment6   como  un   dlmer`o

(S   =    5,2),    indicando   que    la   concentraci6n   de   H+   no   tiene   efecto   en   el

estado  de  agregaci6n  de  Pfk-2.
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DISCUSI0N

MECANISMO   CINETICO

Los   resultados   obtenidos   de   exper`imentos   en   velocidad   inicial,   de

inhibici6n    por    pr`oducto    y    de    inhibici6n    pop    analogos    de    sustr`atos,

demuestran    que    Pfk-2    y    Pfk-2#   tienen   mecanismos   cin6ticos   diferentes.

Estos  mecanismos  se  presentan  en  log  siguientes  esquemas:

F6P                          ATP

P fk - 2 :

Pfk-2* :

ADP                           FDP

E                   E-F6P                    ( E-F6P-ATP )                    E-FOP                   E

ATP                         F6P FDP                            ADP

E                    E-ATP                     ( E-ATP-F6P )                     E-ADP                    E

Estudios  en  velocidad  inicial

Cuando   se   estudi6   la   velocidad   de   reacci6n   de   Pfk-2   y   Pfk-2*   en

funci6n   de   la   concentr`aci6n   de   un   sustr`ato,   a  concentraciones   fijas   del

otro,    se    obtuvieron   r.ectas    que    se    intersectan   en   gr`aficas    de    dobles

r`ecipr`ocos,   indicando   una   adici6n   en   secuencia   de   ambos   sustratos   a   las

enzimas.     Ademas,     tanto    par`a    Pfk-2    como    par`a    Pfk-2*,     la    familia    de

r`ectas   se   intersecta  por   sobre   el   eje   de   la  abscisa,   indicando  un  valor

de   K±a   mayor   que   Ka   (0,09   y   0,032   mM   respectivamente,   par`a  Pfk-2  y  0,04

y  0,038  mM  r`espectivamente  para  Pfk-2*).
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Para     ambas     enzimas     se     confir`m6     la     for`maci6n     de     un     complejo

ter`nario    previo    a     la    liberaci6n    de    los    productos,     al    obtener`    una

par`abola   en   una   grafica   del   r`eciproco   de   la   velocidad   con   respecto   al

r`eciproco    de    la   concentraci6n   de   sustrato,    al   var`iar   la   concentraci6n

de  ATP  y  fr`uctosa-6-P  en  una  raz6n  constante.

Estudios  de  inhibici6n  por  los  productos

Par`a    un    mecanismo   Bi-Bi   en   secuencia   ol`denada   se   espera   obtener

una     inhibici6n     competitiva    y     tr`es     no     competitivas     al     estudiar`     la

inhibici6n    de    cada    pr`oducto   con   r.especto   a   cada   sustr`ato.    Una   de   las

inhibiciones    no    competitivas    debier`a    transfor`mar`se    en    incompetitiva   a

altas    concentr`aciones    del    otro    sustr`ato.    En    el    caso    de    un   mecanismo

Theorell-Chance,    en   el    cual    el   nivel   del   complejo   centr`al    (EAB-EPQ)   en

elregimen   estacionar`io   es   muy   bajo,    la   inhibici6n   de   P   con  r`especto  a  a

se   tr`ansforma   en   competitiva  y   por  lo  tanto  se  obtienen  dos   inhibiciones

competitivas   y   dos   no   competitivas.    Si   la   reacci6n   ocur`r`e   a   tr`av6s   de

un   mecanismo   al    azal`   en   equilibrio   r`apido,    todas   lag    inhibiciones   pop

pr`oducto,   deben  ser  de   tipo  competitivo   (Cleland,1970).

Par`a    Pfk-2    se     obtuvo     sola    una    inhibici6n    competitiva,     la    de

fructosa-1,6-P2    con    r`especto    a    fr`uctosa-6-P,    y    tres    inhibiciones    no

competitivas,    las    de    fr`uctosa-1,6-P2   con   r`especto   a   ATP   y   las   de   ADP

con  r`especto  a  ambos  sustr`atos.

Par`a    Pfk-2#    1a    dnica    inhibici6n    competitiva   obtenida    fue   la   de

ADP     con     respecto     a     ATP,      en     tanto     que     la    de    ADP    con    respecto    a

fructosa-6-P   y   las   de   fr`uctosa-1,6-P2   con   r`especto   a  ATP   y   fructosa-6-P
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fueron     de     tipo    no    competitivo.     El    valor    de    la    K±    obtenido    de    la

inhibici6n    competitiva    de    ambas    enzimas    fue    similar    al    realizar    el

experimento    a    dos    concentraciones    del   sustr`ato   fijo.    Estos   resultados

apoyan     un    mecanismo     en     secuencia    or`denada    papa    ambas     enzimas.     Par`a

Pfk-2    fr`uctosa-6-P   seria   el   pr`imer   sustr`ato   que   se   une   a   la   enzima   y

fructosa-1,6-P2    el    tiltimo   producto    que    se    libera,    en    tanto    que    par`a

Pfk-2*    el    pr.imer    sustrato   que    interactaa        con   la   enzima   ser.ia   ATP   y

ADP   el   dltimo  pr`oducto  que  se   liber`a.

Sin     embargo,     1a    formaci6n    de     complejos    de    punto    muer`to    en    un

mecanismo   al   azar   en   equilibr`io   r`apido,   modifica  los  tipos  de  inhibici6n

esper`ados.    Pop    ejemplo,    si   se   for`ma   un   complejo   de   punto   muer`to   EBQ,    Q

actuar`ia    como    un    inhibidor    competitivo    con    respecto    a   A   a   todas   las

concentraciones   de   a,   mientr`as   que   con   r`especto   a   a   la   inhibici6n  sepia

de    tipo   no   competitivo    (Segel,    1975b).   La   inhibici6n   no   competitiva   de

ADP    con    respecto    a    ATP   en   el    caso   de   Pfk-2   y   de    fructosa-1,6-P2   con

respecto   a    fructosa-6-P,    en    el    caso    de    Pfk-2+,    no    se    esperan    en   un

mecanismo    al    azar    en    equilibr`io    rapido,    adn    con    la   formaci6n   de   los

complejos    de    punto    muer`to   EAP   y   EBQ.    Papa   ambas    enzimas    las   graficas

secundar`ias    de    pendientes    e    intersecciones,    obtenidas   de   las   gr`aficas

de    dobles    recfprocos,     en     funci6n    de    la    concentraci6n    de    inhibidor

resultaron  lineales,   indicando  la  ausencia  de  estos  complejos.

Inhibici6n  por  analogos  de  los  sustr.atos

Uria   de   las   aplicaciones   mss   atiles   de   log   estudios   de   inhibici6n

con   analogos   de   sustratos,    es   la   de   verificar   el   orden   de   adici6n   de

los   sustratos   a   la   enzima,   en   especial   en   los   casos   donde   log   estudios
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de   inhibici6n  pop  pr`oducto  no  son  concluyentes  al  r`especto.

Papa    un    mecanismo    Bi-Bi    en    secuencia   ordenada   se   espera   que   el

analogo   del   segundo   sustr.ato   que   se   adiciona   a   la   enzima  presente   una

inhibici6n    de    tipo   incompetitivo   con   respecto   al   primer   sustr`ato.    Pop

el    contrario,    en   un   mecanismo   al   azar   en   equilibr`io   I`apido   se   espera

obtener     inhibici6n    competitiva    cuando     el     inhibidor    es     analogo     del

sustr`ato   variable,    e   inhibici6n   no   competitiva   cuando   el   inhibidor`   no

es  analogo  del  sustrato  var`iado.

Par`a   Pfk-2,    r`ibosa    5-P,    un    analogo    de    fructosa-6-P,    mostr6   rna

inhibici6n  no   competitiva   con   I`especto   a  ATP,   en  tanto  que  la  inhibici6n

de    AMP-PNP    (un    analogo    de    ATP)    fue    incompetitiva   cuando   fructosa-6-P

fue     el     sustrato    variable.     Estos    r.esultados     confirman    el    mecanismo

cin6tico  de  Pfk-2  propuesto  anteriormente.

Thompson   y    Bachelar`d    (1976)    hen   examinado    la   r`elaci6n   existente

entre    el    valor    de    la   K±    aparente    para    inhibidor`es    de   punto   muerto,

obtenido   a   partir.   de   diversas   I`epresentaciones   gr.aficas,   y   el   valor   de

la    K±    verdadera.    Este    tilt;imo    puede    obtener`se    s6lo    si    se    conoce    con

certeza   el   mecanismo   cin6tico   de   la   r`eacci6n  y   se   escoge   la  r`epr`esenta-

c.i6n    gI`afica    apropiada.     En     el     caso     de     un     mecanismo     en    secuencia

ordenada,    es   posible   obtener   el   valor   de   la   K±   verdadera,   a  partir   de

gI`aficas   secundar`ias   de   pendientes,   s6lo   si   el   inhibidor   es   competitivo

con  r`especto  al  primer`  sustrato  que  se  adiciona  a  la  enzima.

En   las   Tablas   12   y   13   se   muestl`an   los   valores   de   las   constant;es

de     inhibici6n    par`a    los    analogos     de    sustratos    de    Pfk-2    y    Pfk-2#,

r`espectivamente,     obtenidos    a    par.tip    de    las    graficas    secundarias    de

pendientes    e    intersecciones.    Si    de    los    exper`imentos    de   inhibici6n   de
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Tabla  12

CONSTANTES   CINETICAS   PARA   LA   INHIBICION   DE   Pfk-2   POB   RIBOSA-5-P

INHIBIDOR                SUSTRAT0

VARIABLE

Ribosa-5-P              F6P

Ribosa-5-P               ATP

AMP-PNP                          F6P

AMP-PNP                           ATP

5,3             5,3

11,0              7'1

0'25          0'13

22                  8'6

0'43          0'07

a  Papa    la    inhibici6n    de    ribosa-5-P    con    r`especto    a    F6P,    K±s  =  K±.     EI

valor    de   K±   papa   la   inhibici6n   de   ribosa-5-P   en   r`elaci6n   a   ATP   fue

calculado     a     partir     de     K±s   =  KL(1   +  A/K±a).     Par`a    la     inhibici6n    de

AMP-PNP        con        respecto        a        ATP        se        obtuvo        de        la        relaci6n

K±s    =   K±    (1    +   K±a/A).

b  El   valor   de   K±   par.a   la   inhibici6n   de   r`ibosa-5-P   con   respecto  a  ATP  se

calcul6     de    K±±   =  K±   (1   +   A/Ka),     mientras    que    papa    la    inhibici6n    de

AMP-PNP   en   r`elaci6n   a   F6P   se   calcul6   de   K±±   =   K±    (1   +   B/Kb).



Tabla  13

CONSTANTES   CINETICAS   PARA   LA   INHIBICI0N   DE   Pfk-2*   POB   AMP-PNP

INHIBIDOR               SUSTRAT0

VARIABLE

AMP-PNP                           ATP

AMP-PNP                         F6P

Sorbitol-6-P         F6P

Sor`bi tol-6-P          ATP

0,24            0,24

0,65             0,19

1,9                1,36

0'85            0'23

3'1               0'98

95

a  Par`a    |a    inhibici6n   de   AMP-PNP   con   r`especto   a   ATP,    K±s  =  K±.   El   valor

de   K±   par`a   la   inhibici6n   de   AMP-PNP   en   r`elaci6n   a   F6P   fue   calculado  a

Par`tir   de   K±s   =  K±(1   +  A/K±a).   Papa   la   inhibici6n   de   sorbitol-6-P   con
r`especto  a  F6P  se   obtuvo   de   la  relaci6n  K±s   =  K±   (1   +  K±a/A).

b  El   valor   de   K±   par'a   la   inhibici6n   de   AMP-PNP   con   respecto   a   F6P   se

calcul6    de    Kit   =  K±   (1  +  A/Ka),    mientras    que    para    la    inhibici6n    de

sor`bitol-6-P   en  relaci6n  a  ATP  se   calcul6  de  Kit   =  K±   (1  +  B/Kb).
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Pfk-2    por   ribosa-5-P   con   respecto   a   ATP,    y   de   Pfk-2*   pop   AMP-PNP   con

respecto   a  fructosa-6-P,   se   calcula  el   valor  de   K±   a  partir  de  K±s  y  de

K±   a   partir   de   K±±,    tomando   en   cuenta   los   valores   de   K±a   y   Ka   de   la

Tabla     1,     se    observa    que    papa    ambas    enzimas    estos    valor`es    son    muy

similares     (7,1    y    8,6    mM    papa    Pfk-2    y    0,19    y    0,23    mM    par`a    Pfk-2*,

r`espectivamente).   La   diferencia   entre   estos   valores   se   puede   atribuir   a

la    acumulaci6n    de    los    er`r`or`es    exper`imentales    en    la    determinaci6n    de

K±s.    K±±.    K±a   y   Ka.    Una   diferencia   Significativa   entre   el   valor   de   K±

obtenido    de    K±s    y    el    de    K±    obtenido    de    K..    ser`£a   compatible    con   un
11

mecanislTio   al   azar   en   el   que   K±   de   K±s   fuera   la  constante  de  disociaci6n

del    complejo   enzima-inhibidor   y   K±   de   K..    Ia   constante   de   disociaci6n
11

del   inhibidor  del  complejo  ternar`io  E-S-I.

Se   ha   suger.ido   que   AMP-PNP   se   asemeja   a   ATP   en   su  inter`acci6n   con

el   sitio   activo   de   mer`omiosina   pesada,    ya   que   la  K±   para   este   analogo

es    casi    id6ntica   a   la   Kin   pal`a   ATP,    lo   que   refleja   la   gran   similitud

entre   ambos   compuestos    (Yount   y   col.,1971b).    Par`a   Pfk-2   y   Pfk-2#   los

valol`es   de   la   K±   ver`dadera   par.a   la   inhibici6n   de   AMP-PNP   con  respecto  a

ATP    son    de    0,13    mM    (Tabla    12)    y    0,24   mM    (Tabla    13)    respectivamente.

Estos    valores    son    aproximadamente   entr`e   5   y   10   veces   mayores   que   los

respectivos   valor`es   de   Kin   para   ATP.   Considerando   la   gran   similitud   que

existe    entre    AMP-PNP    y   ATP    (Larsen   y   col.,1969)    la   diferencia   entr`e

los   valor`es   de   K±   papa   el   analogo   y   la   Kin   par`a   ATP   de   Pfk-2   y   Pfk-2*

sugiar.e    que    el    sitio    de   uni6n   para   nucle6tidos    de   ambas   enzimas,    es

altamente   especlfico.   Esto   esta   apoyado   por`   log   I`esultados   de   la   Tabla

8,   los   cuales   muestr`an   que   los   valores   de   las   K     de  Pfk-2  y  Pfk-2#  par`a
in

otros    nucle6tidos,    son    al    menos    un    orden    de    magnitud   mayor`es   que   el
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corr`espondiente    a    ATP.    Por    otl`o    lado,    estudios    de    la    interacci6n    de

AMP-PNP    con    fosfofructoquinasa    de    masculo   muestran   que   este   compuesto

se    une    a   la   enzima   a   un   sitio   de   alta   afinidad    (Kd   =   1  HM)   y   a   uno   de

baja   afinidad   (Kd   =   loo  HM),   los  que  corr`esponderlan  al   sitio  catalftico

y   al   regulator`io,   respectivamente   (Wolfman  y  col.,1978).

Para   Pfk-2*,   sor`bitol-6-P   fue   un   inhibidor  competitivo  con  r`espec-

to    a    fructosa-6-P.     Papa    este    inhibidor    las  -graficas    secundar`ias    de

pendientes   e   intersecciones   resultaron   lineales   lo   que   indica   la   ausen-

cia    de    complejos    de    punto    muer.to.    Por`    otra   parte,    la    inhibici6n    de

sorbitol-6-P    con    r`especto    a    ATP    es    incompetitiva,    hecho   que   con fir.rna

que  este   es  el  primer`  sustrato  que  §e  adiciona  a  la  enzima.

Para    Pfk-2,     ribosa-5-P    mostr6    una     inhibici6n    competitiva     con

respecto   a   fructosa-6-P,    en   tanto   que   par`a   Pfk-2*   esta   inhibici6n   fue

no   competitiva.    En   el    caso   de   Pfk-2*,    la   inhibici6n   no   competitiva   de

ribosa-5-P    con    r`especto    a    fr`uctosa-6-P    podr`Ia   sur`gir   pop   uni6n   de   la

ribosa-5-P   al   sitio   del   ATP   en   la   enzima   libre,   o   pop   uni6n   tanto   a   la

enzima    libre     (E)     como    al     complejo    enzima-ATP.     En    este    altimo    caso

deber`Ia    obtener`se    graficas    secundar`ias    de   pendientes   no   lineales.    Sin

embar`go,   par`a  ambas  enzimas  estas  gr`aficas  fueron  lineales.

Mecanismo  cin6tico  de  fosfofructoquinasas  de  otras  fuentes

El   mecanismo   cin6tico   de   la   fosfofructoquinasa  de  diversas  fuentes

ha    sido   motivo    de    intensa    investigaci6n,    pero   los   resultados   aan   son

contradictorios    (Bloxham   y   I.ar`dy,    1973;    Uyeda,    1979).   En   la   mayorla   de

los   casos   la   enzima   presenta   una   cin6tica   de   saturaci6n   sigmoidea   con

respecto   a   fr`uctosa-6-P   e    inhibici6n   por   ATP   (Sols   y   col.,1981).   Par`a
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eliminar   los   problemas   der`ivados   de   la   cin6tica  no   Michaeliana  y   de   la

inhibici6n   por   ATP,    se   han   usado   diver.sos   enfoques.    Entr`e   estos   estan

el   estudio   del   mecanismo   cin6tico   de   fosfofructoquinasas   no   alost6ricas

(Baumann   y   Wr`ight,    1968;    Simon   y   Hofer,    1978),    el   cambio   del   pH   de   la

mezcla   de   r`eacci6n   (Kee   y   Griffin,1972;    Hanson   y   col,1973),   el   uso  de

ITP    en    vez     de    ATP    como    sustrato    (Uyeda,    1970)    y    el    estudio    de    la

reacci6n  rever`sa   (Lor`enson  y  Mansour`,1968).

En   el   caso   de   Pfk-2  y  Pfk-2#,   a   las   concentraciones   subsaturantes

de    sustratos    usadas,     las    enzimas    no    presentan    inhibici6n   pop   ATP   y

poseen    una   cin6tica    de    saturaci6n   hiper`b6lica   con   respecto   a   fructo-

sa-6-P   y   ATP.    Por   lo   tanto   sus   mecanismos   fueron   estudiados   por  medio

de  los  protocolos  habituales  para  una  cin6tica  clasica.

Se  ham  propuesto  var`ios  mecanismos   par`a  las  distintas  fosfofructo-

quinasas   estudiadas   y   aan   mecanismos   contradictorios   para   la  enzima   de

la    misma    fuente    (Kee    y    Griffin,    1972;    Hanson   y   col.,1973).    Par`a   la

enzima   pr`oveniente   de   masculo   de   conejo   (Uyeda,1970),   levadura   (Vifiuela

y     col.,      1963),     Dictyostelium     discoideum (Baumann     y     Wr`ight,      1968),

masculo    esquel6tico    humano   y   el`itrocito   humano    (Layzer   y   col.,1969),

higado   de   ter`nera   (Lou  y   Kinoshita,   1967)   y   Flavobacterium thermophilum

(Yoshida,1972),   se   hen   descrito   llneas   paralelas   en  graficas   de   dobles

r`eclprocos    obtenidas    a    partir    de    estudios    en    velocidad    inicial.    El

estudio   de   la   reacci6n   rever`sa   catalizada   pop   la   enzima   de   cor`az6n   de

oveja,     muestra    r`esultados    similar`es     (Lor`enson    y    Mansoul`,    1968).     Sin

embar`go,    este   tipo   de   I`esultado   no   es   una  prueba   concluyente   de   que   el

mecanismo   cin6tico   sea   de   tipo   Ping-Pong.    Es   asi   como   la   detecci6n   de

convergencia   en   las  gr`aficas   de   los   estudios   en  velocidad   inicial,   esta
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limitada    tanto    por    el    er`r`or    experimental    en    la    deter`minaci6n    de    lag

constantes    cin6tica§,    como   pop   la   magnitud   del    t6r`mino   que   representa

una   constante   en   el    denominador`   de   la   ecuaci6n   de   velocidad.   Cuando   el

t6rmino   K±a   pr`esente    en   el   denominador   es   mucho   mss   pequefio   que   K     las
a

rectas    en    lag    graficas    de    dobles    reciprocos    apar`ecen   como   paralelas,

aan  par`a  un  mecanismo   en   secuencia.

Bar-Tana   y   Cleland    (1974a)    realizar`on   estudios   en   velocidad   ini-

cial    con   fosfofructoquinasa   de   masculo   de   conejo,    usando   una   serie   de

nucle6tidos   como   sustrato§.   Papa   la   reacci6n   directa,   la   mayor`ia   de   las

graficas   de   dobles   reclpr`ocos   pr`esentan   lineas   par`alelas,   excepto   aque-

1las    en   que   se   us6   ITP   o   CTP   como   sustr`ato,    indicando   que   papa   estos

altimos     el     cuociente     entre     la    constante    de    inhibici6n    (K±a)    y    la

constante   de   Michaelis   (Ka)   es   mss   favorable.   Previamente,   Uyeda   (1970)

habia   suger`ido   un   mecanismo   de   tipo   Ping-Pong   para   esta   enzima,   basado

en   experimento§   de   inhibici6n   por   pr`oducto   e   intercambio   isot6pico.   Sin

embargo,    el    mismo    autor    (1972)    al    estudiar    la   actividad   fructosa-1-P

quinasa   de   la   fosfofructoquinasa   de   masculo   de   conejo,   inform6   r`esulta-

dos   compatibles   con  un  mecanismo  en  secuencia  or`denada.

Por`    otra   par`te,    Hanson   y    col.     (1973)    sugir`ier`on   un   mecanismo    al

azar`,     basandose    pr`incipalmente    en    los    estudios    pop    analogos    de    los

sustratos   en   los   cuales   arabinosa   5-P,   un   analogo   de   fructosa-6-P,   fue

un   inhibidor   no   competitivo   con   r`especto   a   ATP   para   la   r`eacci6n  dir`ecta

y   no   competitivo   con   respecto   a   ADP   en   la   reacci6n   reversa.   En   cambio,

Bar`-Tana     y     Cleland     (1974b)     mediante    exper`imentos     de    inhibici6n    pop

producto   y   de   inhibici6n   de   punto   muerto   por   1-desoxi-D-fructosa-6-P  y

por    el    complejo    Cr`ATP,    establecieron    que   el   mecanismo   cinetico   de    la
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fosfofr`uctoquinasa   de   mdsculo   de   conejo   er`a   al    azar`,    con   la   for`maci6n

de    un    complejo    de    punto   muerto   E-MgADP-F6P.    Un   mecanismo   similar,    pero

con      la      formaci6n     de      dos     complejos     de     punto     muerto     (E-ATP-FDP     y

E-ADP-F6P)    rue   propuesto   pop   Kee   y   Gr.if fin    (1972)    usando   como   m6todo   de

ensayo   la   titulaci6n   de   los   H+  pr`oducidos  en  la  reacci6n  fosfofr`uctoqui-

nasica.     Ach    mss,     par`a    la    enzima    de    cor`az6n    de    buey,     Hulme    y   Tipton

(1971)   postularon  un  mecanismo  Theor.ell-Chance,   basandose  en  los  r`esulta-

dos   obtenidos   de   experimentos   de    inter`cambio   isot6pico.    Par`a   la   enzima

de    higado    de    rata,     Br`and    y    S6ling    (1974)     infol`maron   un   mecanismo    en

secuencia   or`denada,    en   el   cual   fr`uctosa-6-P   es   el   primer   sustrato   que

se    une    a    la    enzima   y    fructosa-1,6-P2    es    el    tiltimo    pr`oducto    que    se

libera.   Este   es   tambi6n   el   mecanismo  pr`opuesto  para  la  fosfofructoquina-

sa   no   alost6I`ica   de   Lactobacillus plantar`um    (Simon y    Hofer`,    1978),    el

que    concuerda    con    el    propuesto    en    esta   Tesis   par`a   Pfk-2   de   E.    coli.

Kotlarz   y   Buc    (1981),   basandose   en   estudios   de   sitios   de   uni6n  mediante

experimentos    de    dialisis    de    equilibr`io,    sugirier`on   el   mismo   mecanismo

cin6tico   par`a   esta   enzima.    Estos    investigadores   encontrar`on   que   ATP   no

se    une    a    la    enzima    en    ausencia    de    fructosa-6-P.    Por`   otr`a   parte,    el

mecanismo    cin6tico    de    Pfk-2#    es    igual    al    descr`ito    por    Blangy    (1971)

par`a  Pfk-1   de  E.   coli   quien  no  detect6

vo  entr`e  ningdn  par  de  sustr`atos.

intercambio  isot6pico  significati-

EFECTO   DE    ATP   S0BRE    LA   ACTIVIDAD   DE    LAS   ENZIMAS

Al    igual    que   para   muchas    de    las    fosfofructoquinasas    estudiadas

(Bloxham   y    Lardy,    1973;    Ewings   y    Doelle,    1980),    el    sustl`ato   ver`dadero

de    Pfk-2   y   PFk-2*    es   MgATP-2;    esto   es,    la   actividad   de   ambas   enzimas
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aumenta    al    aumentar   la   concentraci6n   de   MgATP-2,    en   condiciones   donde

la   concentraci6n   de   ATP-4   es   despreciable.    El   valor   de   la   Kin  aparente

papa  este  sustrato  es  similar.,   papa  ambas  enzimas,   al   informado  anter`ior-

mente   usando   un   exceso   constante   de   Mg+2    (10   mM)    (Campos   y   col.,1984).

For   otr`a   par`te,    la   pr`esencia   de  un  exceso   de  Mg+2  no  modific6  significa-

tivamente    la    cur`va    de   saturaci6n   de   Pfk-2   y   Pfk-2#   pop   MgATP-2.    Solo

Pfk-2   es   inhibida   por   MgATP-2   a   concentraciones   sobre   1   mM,   en  ausencia

de    ATP-4.    Esta   inhibici6n   es   cooperativa   y   el   valor   de   K.    aumenta   al
I

aumentar  la  concentraci6n  de  Mg+2  libre.

Por    otr`a    par`te,    ATP~4    es    un    potente    inhibidor   competitivo,    con

respecto    a    MgATP-2,    de    Pfk-2    y    Pfk-2Jt.    Los   valor`es   de   K±    para   estas

inhibiciones   son   de   10   y   8   uM   respectivamente,    los   que     son  aproximada-

mente   dos   a   tr`es   6r`denes   de   magnitud   menor`es   que   el   valor  de  K±   para  la

inhibici6n   de   Pfk-2   por   MgATP-2.   Ademas,    la   inhibici6n   de   alnbas   enzimas

pop     ATP-4    no     es     rever`tida    por     un    aumento    en    la    concentraci6n    de

fructosa-6-P,    a   difer`encia   de   lo   que   ocurre   con   la   inhibici6n   de   Pfk-2

Por   MgATp-2.

Estos    r`esultados    sugier`en    la    presencia    de    un   sitio   alost6rico

para   MgATP-2   en   Pfk-2   r`esponsable   de    la   inhibici6n   de   esta   enzima,    el

que  estaria  alterado  en  Pfk-2*  como  consecuencia  de  la  mutaci6n  estructu-

r`al   pfkBIO. Este   sitio  par`ece   ser   especi'fico   para  MgATP-2,   ya   que  otros

complejos   Mg+2-nucl6otido   producen   una   inhibici6n   menor   a   concentr`acio-

nes    similares   a   las   de   MgATP-2.   I.a   K±   papa   el   complejo   MgATP-2   en   este

sitio,     deter`minada    a    la   concentraci6n   menor   de   Mg+2    libre    (1   mM),    es

diez   veces   mayor   que   el   valor   de   la   Kin   para   MgATP-2  de  Pfk-2.   Con  estos
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antecedent;es   es   posible   difer`enciar   facilmente   el   sitio   catalitico   del

sitio  alost6rico  de  Pfk-2   (Guix6  y  Babul,1985).

La    inhibici6n   por`    ATP    es    una   car.acter±stica   com6n   a   casi   todas

las   fosfofr`uctoquinasas   estudiadas   (Bloxham  y   Lardy,1973).   Sin  embar`go,

solo   en   muy   pocos   casos   se   ha   realizado   un   estudio   cin6tico   detallado

papa   obtener   infor`maci6n   acerca   de   la   especie(s)    inhibitoria(s).   Lowry

y    Passoneau    (1966)    encontrar`on    que    la    enzima    de    cer`ebr`o   de   oveja   es

mucho   mss    inhibida   por   ATP-4   que   pop   MgATP-2.    Este   resultado   concuer`da

con   lo   obtenido   pop   Otto   y   col.    (1974),    quienes   aplicando   el   modelo   de

Monod-Wyman-Changeux   infor`maron   que   la   enzima   de   er.itrocito   de   r`ata   es

inhibida   pop   ATP-4,    efector   que   se   une   al   estado   I,    con   una  Kd   de   10

uM.    Esta    inhibici6n   puede   ser   revertida   pop   Mg+2   el    cual    inhibe    |a

actividad   enzimatica   a   altas   concentraciones.   Aparentemente,   la  inhibi-

ci6n   pop   ATP-4   de   esta   enzima,    tendr`±a   un   rol   r`egulador   impor.tante   ya

que   en   eritr.ocitos   la   concent;r`aci6n   de  ATP  no  acomplejado  es  apl`oximada-

mente    180   uM    (Ger`ber`   y   col.,1973),    lo    que   implica   que   en   condiciones

fisiol6gicas   la  enzima  estar`ia  casi   totalmente  inhibida.   La  fosfofr`ucto-

quinasa    de    eritr`ocito    humano,     (Etiemble    y    col.    1981)    tambi6n    es    mss

inhibida   pop   ATP-4   que   pop  MgATP-2,   en   tanto   que   la   inhibici6n  pop  este

tiltimo  disminuye  al  aumentar  la  concentr`aci6n  de  Mg+2  libre,   en  condicio-

nes  donde  la  concentraci6n  de  ATP-4  es  despr`eciable.

La   fosfofructoquinasa   de   mfisculo   posee   tr`es   sitios   de   uni6n   par`a

nucle6tidos:   el   sitio   activo,   un  sit;io   inhibitor`io  y  un  sitio  activador`

(Pettigr.ew   y    Fr`ieden,    1979).    A    partir   de   estudios   cin6ticos    (Uyeda   y

Backer,    1965)    y   de   cambios   conformacionales   basados   en   la   r`eactividad

de   grupos   tioles    (Kemp,    1969)   se   ha   demostrado   que   el   sitio   catalitico
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de   esta   enzima,    es    capaz    de   aceptar   diver`sos   nucle6sido-trifosfatos ,

ademas   de   ATP,   como   sustratos,   mientras   que   el   sitio   inhibitor`io   es  mss

bien   especifico   par`a   MgATP-2.    Los   r.esultados   pr`esentados   en   esta   Tesis

apoyan  una  conclusi6n  similar  par`a  Pfk-2.

Resultados   de   los   trabajos   de   var`ios   investigadores    (Pettigrew  y

Fr`ieden,1979;    Kemp,1969;    Kemp    y    Krebs,1967;    Wolfman   y   col.,1978),

sugier`en     que     el     complejo    MgATP-2     se    une    fuer`temente    a    los    sitios

catalitico    e    inhibitorio    de    la    fosfofr`uctoquinasa    de    mfisculo,    pero

d€bilmente   al   sitio   activador`.   Sin   embar`go,   no   esta   clar`o   si   MgATP-2  se

une   al   sitio   inhibitorio   mss   fuer`temente   que   ATP-4.   Aunque   ATP-4  parece

inhibir    a    la    enzima   mss   fuer`temente   que   MgATP-2,    no   se   ha   demostrado

que    esta    inhibici6n    es    alost6r`ica,    en    vez    de    por`   competencia   con   el

sustrato    nucleotfdico    en   el    sitio   activo,    como   en   el    caso   de   Pfk-2

(esta  Tesis).

Estudios   confor`macionales   basados   en   r`eactividad   de   grupos   tioles

indican    que    el    complejo   MgATP-2    (Mathias    y   Kemp,    1972;    Kemp,    1969)    se

une    al    sitio    inhibitorio   de   la   enzima   de   masculo   mss   fuertemente   que

ATP-4.   La   afinidad   de   la   enzima  pop  ATP-4,   en  este  sitio,   es  apr`oximada-

mente     loo    veces    menor    que    la    por    MgATP-2.    Sin    embar`go,    Pettigrew   y

Fr`ieden    (1979)   basados   en   estudios   de   fluorescencia,   encontraron   que   el

sitio   inhibitor`io   de   esta   enzima   es   relativamente   especlfico   par`a  ATP-4

o   MgATP-2   y   que   la   uni6n   de   ATP-4   es   alr`ededor   de   10   veces   mss   fuer`te

que   la   de   MgATP-2.   Pop   otra  par`te,    la   inhibici6n   alost6r`ica   pop   ATP   de

la   fosfofr`uctoquinasa   de   levadura   depende   de  la  concentraci6n  de  MgATP-2

y     no    de    la    concentr`aci6n    de    ATP-4.     Esta    enzima    utiliza    ademas    el

complejo    metal-nucle6tido    como   sustr`ato   y   requier`e   de   Mg+2   libr`e   par`a
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la  catalisis   (Mavis  y  Stellwagen,1970).

AMP,    ADP   y   CAMP   son   potentes   activadores   de   las   fosfofructoquina-

sas   de   mamiferos   y   su   efecto   es   notor`io   en   presencia   de  concentr`aciones

inhibitorias    de    ATP.    Par`a   las    enzimas    de    higado,    masculo   y   cerebr`o   de

conejo,     CAMP     es     el     activador`    mss     efectivo.     Tsai    y    Kemp     (1974),     al

estudiar   la   enzima   de   cer`ebr`o   en   condiciones   inhibitor`ias   (fr`uctosa-6-P

1    mM    y    ATP    8,5    mM),     infor`mar`on    un    valor    de    K      de   alr`ededor`   de   0,1   mM
a

para    AMP    y     uno     de     0,05    mM    para    CAMP.     El    hecho    que    AMP,     CAMP    y    ADP,

estudiados    en    un    r`ango    amplio    de    concentr`aciones     (compar`ado    con    las

concentraciones    efectivas    infor`madas   par`a   las   enzimas   de   mamiferos),   no

son   capaces   de   rever`tir`   la   inhibici6n   de   Pfk-2   de   E.   coli Por   MgATp-2,

sugiere    que    probablemente   esta   enzima   carece   del   sitio   activador`   papa

nucle6tidos  presente  en  otras  fosfofructoquinasas.

El   pH   de   medio   de   ensayo   y    la   naturaleza   del   amor`tiguador   usado

son   factor`es    impor`tantes   par`a   demostrar   la   inhibici6n   por   ATP   (Uyeda   y

Backer,    1965;    Trivedi   y    Danfor`th,    1966).    Pal`a    la    enzima   de   masculo   no

se   observa   inhibici6n   a   pH   9,0   per`o   bajo   pH   7,0   la   inhibici6n   aumenta

considerablemente.    Ademas,    esta   inhibici6n   es   mucho   mayor`   en   imidazolio

que     en     fosfato.     La     fosfofructoquinasa    de    cor`az6n    tambi6n    es    memos

inhibida   a   pH   alcalino    (Mansour`,1963).    En   cambio,    Pfk-2   de   E.   coli,   al

iguaLl     que     la     fosfofructoquinasa    de    levadura     (Lindell    y    Stellwagen,

1968),      muestl`a     el     fen6meno     contr`ario,      esto     es,      1a     enzin`ia     es     mss

sensible    a    la    inhibici6n   pop    MgATP-2    a    valores    de   pH   alcalinos.    Sin

embargo,     a    valores    de    pH    menor`es    que    7,0,     la   concentr`aci6n   de   otras

especies    i6nicas    de    ATP    (MgHATP-1,    HATP-3)    aumenta   significativamente.

A    pH    5,5    la    concentr`aci6n    de    MgHATP-1   y    HATP-3    es    aproximadamente    la
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mitad    de    la    de    MgATP-2    (Storer   y   Cornish-Bowden,    1976).    Por   lo   tanto,

una   explicaci6n   posible   papa   los   r`esultados   obtenidos   al   var`iar   el   pH

del     medio     de     reacci6n     de     Pfk-2,     es    que    el    sitio    alost6r`ico    para

MgATP-2,    responsable   de    la   inhibici6n   de   la   enzima   por   este   compuesto,

sea  altamente  especifico  para  una  especie   i6nica  particular   (MgATP-2).

ESTADOS    DE    AGREGACI0N

El    estudio   del   efecto   de   ligandos   en   el    estado   de   agr`egaci6n   de
A

Pfk-2    y    Pfk-2      muestra    que    solo    Pfk-2    es    capaz    de    tetramerizar    en

pr`esencia    del     inhibidor    MgATP-2.     Un    aumento    en    la    concentraci6n    de

fructosa-6-P     (1     mM)     impide     este     pr`oceso    y     a     la    vez     revierte     la

inhibici6n  de   la  enzima  pop  el  complejo  metal-nucle6tido.

`ATP-4,     un     fuer`te     inhibidor     competitivo    de    Pfk-2    y    Pfk-2       noi*

provoca   la   tetr`amerizaci6n   de   ninguna   de   ellas,    indicando   que   probable-

mente  este  compuesto  se  une  s61o  al   sitio  activo  de  ambas  enzimas.

Al    estudiar    el    rango   de   concentraci6n   de   MgATP-2   necesario   par`a

promover   la   tetr`amerizaci6n   de   Pfk-2,   se  encuentr`a  que  a  concentraciones

bajas     del     complejo     (0,04    y    0,06     mM),     la    enzima     sedimenta    como    un

dimero,    en   tanto   que   a   concentraciones   de   0.4   mM   y   mayores,    el   pico   de

sedimentaci6n    es     el     corr`espondiente    a    un    tetramer`o.     Sin    embargo,    a

concentraciones     intermedias     de     MgATP-2    el    pico    de    sedimentaci6n    de

Pfk-2    es    asim6trico    y    mss    ancho    y    su    posici6n    en   el     gI`adiente    se

desplaza  hacia  la  r`egi6n  de  pesos  moleculares  mayor`es.

La    pr`esencia    de    solo    un   pico    de    sedimentaci6n    en   este   tipo   de

experimentos     puede     explicarse     basandose     en     la     teoria     de     Gilber`t
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(Fr`ieden,    1971),    quien   postula   que   un   sistema   mon6mero-dfmero   resultara

en   solo   un   pico   de   sedimentaci6n,   a  menos  que  la  velocidad  de  equilibrio

entr`e   las   dos  especies  sea  lenta  compar`ada  con  la  velocidad  de  sedimenta-

ci6n.    El    coeficiente    de    sedimentaci6n    de    este    pico    sera    entonces    un

pr`omedio    ponder`ado    de    los    coeficientes    de    sedimentaci6n    del    dlmero   y

del    mon6mero.     Tambi6n    es    posible    que    no    exista        homogeneidad,     con

respecto    al    namer`o    de    picos    obser`vados    en    un    sistema    de    equilibrio

rapido   ent;r`e   las   especies,   si   se  establece  un  gr`adiente  de  concentr`aci6n

de    una    mol6cula   pequefia   dur.ante   el    exper`iment;o,    cuya   uni6n   influencie

la   r`eacci6n   de   asociaci6n-disociaci6n.   Esta  gr`adiente  podr.£a  establecer.-

se,    por`   ejemplo,    si    la   uni6n   de   esta   mol6cula   pequefia   es   relativamente

fuer`te   y   si   su   concentraci6n   no   es   mucho   mayor`   que   la   concentraci6n   de

proteina.

En    nuestro   caso,    la   uni6n   de   MgATP-2   a   Pfk-2   parece   no   ser   muy

fuerte   (K±   en   el   r`ango   milimolar`)   y   ademas   la   concentraci6n   de  pr`otelna

es     mucho     menor     que     la     concentl`aci6n     de     ligando,     de     modo     que     la

explicaci6n    mss    probable    par.a   nuestr`os    resultados    es    que    existe    una

velocidad   de   equilibr`io   r`apida   entre   las  dos  especies   (dimero-tetramero)

compar`ada   con   la   velocidad   de   sedimentaci6n.   Sin   embargo,   la   concentra-

ci6n    de    MgATP~2    necesaria    par`a    pr`omover    la    tetramer`izaci6n    de    Pfk-2

(mayor`    que    0,06    mM)    es   menor.   que    la   constante    de    inhibici6n   apar`ente

papa   este    complejo    (K±   =   1,5   mM).    Esto   podr`ia   deber`se   en   parte,    a   la

pr`esencia    de    fr`uctosa-6-P    en   el   medio   de   ensayo,    el   cual   favor`ece   la

especie   dim6r`ica.

Ninguno   de   los   productos   de   la   r.eacci6n   (ADP,   fructosa-1,6-P2)   es
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capaz   de   pr`omover   la   tetramer`izaci6n   de   Pfk-2.    Sin   embar`go,    el   agr`egado

de     fructosa-1,6-P2     1     mM     a     soluciones     de     Pfk-2    con    MgATP-2     1     mM,

promueve     la    disociaci6n    de    tetramero    a    dimer`o.     Pop    otra    par`te,     el

efecto   de   fructosa-1,6-P2   sobre   la   inhibici6n   de   Pfk-2   por   MgATP-2   ann

no    es     muy     claro.     A    concentraciones     de     fructosa-1,6-P2    de    1    mM,     1a

inhibici6n    de    Pfk-2    por    el    complejo    metal-nucle6tido    es    liger`amente

menor`    que    en    ausencia    del    producto.    A    una    concentraci6n    de    fructo-

sa-1,6-P2    de    4    mM,    Pfk-2   no   presenta    inhibici6n   por   MgATP-2,    per`o   en

estas   condiciones   la   inhibici6n   causada   pop   el   azacar   bisfosfato   es   muy

pr`onunciada   (Guix6  y  Babul,   exper.imentos  no  publicados).

Kotlar`z   y    Buc    (1981)    han    informado    algunos    r`esultados   diferentes

a   los   presentados   en   esta   Tesis   con   respecto   al   efecto   de   metabolitos

en   el   estado   de   agregaci6n   de   Pfk-2   de   E.   coli.   Estos autores   tambi6n

encontrar`on    que    el    coeficiente    de    sedimentaci6n    de    la    enzima    cambia

desde    4,4    S    (dlmer`o)    a   7,4    S    (tetramero)    en   pr`esencia   de   MgATP-2.    Sin

embargo,    al    estudiar    el    efecto    de    la    concentraci6n    de   MgATP-2   en   e|

estado   de   agr`egaci6n   de   Pfk-2   obser`van  dos  picos   discretos  de  actividad,

corespondientes    al   dimer`o   y   al    tetr`amer`o.   Esto   indica   una   velocidad   de

equilibr`io   lenta   entre   las   dos   especies,   compar`ada   con   la   velocidad   de

sedimentaci6n.   Otra   diferencia   impor`tante   esta   relacionada  con  el  efecto

de    metabolitos    en    el    estado    de    agregaci6n    de    Pfk-2.    Kotlarz    y    Buc

encuentr`an   que   diversos   analogos   de   ATP    (dATP,    ITP,    UTP,    GTP   y  ADP)   son

capaces  de  promover  la  tetramer`izaci6n  de  Pfk-2.

La    fosfofr`uctoquinasa   de    masculo    puede   existir   en   varias   for`mas

polimericas   interconvertibles.   Lad  y  col.   (1973)   encontraron  una  cor`rela-

ci6n   cuantitativa  entre   la  actividad  especifica  de  la  fosfofr`uctoquinasa
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de    masculo    de    conejo    y    su    estado    de    agr`egaci6n.    Activadores    de    la

enzima,    tales   como   fr`uctosa-6-P  y   fructosa-1,6-P2,   estabilizan   la   forma

tetram6r`ica   mientras   que   citr`ato   estabiliza   agregados   menores.   La   for`ma

tetr`am6r`ica   y   agregados   mayores   tendr`ian   la  mayor`   actividad   especlfica,

en   tanto   que   los   agregados   mss  pequefios  tendr`ian  una  actividad  enzimati-

ca   baja.    La   idea   que   la  uni6n   de   ligandos   especificos   sea   dir`ectamente

responsable   de   la  estabilizaci6n   de   un   estado   de   agregaci6n  particular`,

se    apoya   en   el   hecho   que   la   reducci6n   de   la   concentr`aci6n   de   fructo-

sa-6-P   por   bajo   el   valor   de  su  Kin,   tr`ae  como  consecuencia  la  disociaci6n

e   inactivaci6n   de   la   enzima.   Ademas,   la  inactivaci6n  y  despolimerizaci6n

causada    por    citr`ato    puede    ser    revertida    pop    fructosa-6-P.    Por   otr`o

lado,   MgATP-2,   un   inhibidor   de   la  enzima,   no  causa  su  despolimer`izaci6n,

lo   que   sugiere   que   su   mecanismo   de   inhibici6n   difier`e   del   de   citr`ato.

Atin   en   condiciones   donde   la   concentr`aci6n   de   Mg2+   es   10   veces  menor  que

la   de   ATP,   se   obtiene   esencialmente   la   for`ma   tetr`am6r`ica,    indicando   que

esta  especie  no  es  estabilizada  pop  Mg+2  libre.

Book   y   Fr`ieden    (1976a;    1976b)    han   propuesto   que   la   activaci6n   o

inactivaci6n   de   la   enzima   depende   de   la   protonaci6n   o   despr`otonaci6n   de

cier`tos    gr`upos    ionizables   en   el   tetr`amero.    Los   ligandos   ejer`cerian   su

efecto   regulator`io  uni6ndose  preferentemente   a  la  forma  pr.otonada   (inac-

tiva)   o   a   la   for`ma   desprotonada   (activa)   de   la   enzima,   cambiando  asl   el

pK    aparente     de     un    grupo     ionizable    impor`tante    de    la    pr`otelna.     Los

autor`es   proponen   que   ATP   se   uniria   a   la   for`ma   inactiva   T,   mientr`as   que

fr`uctosa-6-P   se   unirfa  a   la  forma  activa  R.   Citr.ato   ejercer`Ia  su  efecto

inhibitorio    a    tr`av6s     de    cambios     en     la    afinidad    de    la    enzima    pop

fr`uctosa-6-P.   Aan   mss,   en   el   modelo   pr`opuesto   se   supone   que   el  fen6meno
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de     asociaci6n     de     las    subunidades     de     fosfofr`uctoquinasa    no     tendr`Ia

relaci6n   con   la   r`egulaci6n   de   la   actividad   enzimatica   debido   a   que   la

constante    de    velocidad    que   gobier`na   el    proceso    es   aparentemente   baja

(Frieden  y   col.,1976).

Hesterber`g   y    Lee    (1982)    realizaron   un   analisis   cuantitativo   del

efecto  de  ligandos  en  el  equilibrio  de  las  distintas  formas  de  fosfofr`uc-

toquinasa,    en   un   intento   por`   deter`minar   si   los   cambios   en   la   distribu-

ci6n   de   nasa   de   esta   enzima   se   cor`relacionaban   con   los   observados  en  la

actividad    enzimatica,    suponiendo    que    el    tetramer`o    es    la   for`ma   activa

mas   pequefia   y   que   los   olig6meros   menores   son   inactivos.    Estos   autores

pr`oponen    el    siguiente   modelo   gener`al   de   asociaci6n:    M   -M2   -M4   -M[6.

Distintos     ligandos    modifican    las    diver`sas    constantes    de    equilibr`io,

per`o    no    las    especies    pfesentes.    ATP,    fructosa-6-P   y   ADP   favol`ecen   la

constante    de    equilibrio   corr.espondiente   a   la   formaci6n   del   tetramero,

en   tanto   que   citrato   favorece   la   formaci6n   de   dlmer`os.    Los   resultados

presentados    por`    estos    autores    sugieren    que    el    estado    polim6r`ico    de

fosfofr`uctoquinasa    y.    pop    lo    tanto,    su   actividad,    estan   r`egulados    a

trav6s     del     equilibr`io    asociaci6n-disociaci6n.     Sin    embargo,     esto    no

excluye   la   posibilidad   de   que   log   ligandos   estudiados   tengan   tambi6n   un

efecto   cin6tico   sobre   la   enzima.   A   una   conclusi6n   similar   llegaron   Hill

y   Hammes    (1975)    quienes   demost:r`ar.on   que    las    interacciones   homotr6picas

entr`e   fructosa-6-P  pueden   dar  origen  a  cooperatividad  positiva,   negativa

o   ausencia   de   cooper`atividad,   dependiendo   del   pH,   del   estado   de   agrega-

ci6n  de  la  enzima  y  de  los  efector`es  presentes.

Por    otra    par`te,     Luther    y     col.      (1983)     aportaron    lag    pruebas

necesar`ias     para    establecer`     la    existencia    de    una    for`ma     tetr`america



110

inactiva    de     fosfofr`uctoquinasa     (13,5    S).     Anter`ior`mente,    Hester`berg    y

Lee   (1980)   demostraron  que  la  for`ma  activa  de  fosfofructoquinasa  sedimen-

taba   como   una   par`ticula   de    12,4   S.    Estudios   posteriores   de   los   mismos

autor`es     (1981)     mostraron     que    esta    forma    correspondia    al     tetramer`o.

Hasta   ese   momento,    la   existencia   de   una   for`ma    tetr`america   inactiva   de

la  enzima  habia  sido   infer`ida  solo  a  par`tir  de  simulaciones  computaciona-

les   de   los   datos   de   sedimentaci6n    (Hesterber`g   y   Lee,1981,1982).   Todos

los   metabolitos   estudiados   interactaan   con   la   forma   inactiva   de   fosfo-

fr`uctoquinasa   e   inducen   su   asociaci6n   o  disociaci6n  de  maner`a  cualitati-

vamente     similar     a     la     observada     en    la    enzima    nativa.     Sin    embar`go,

concentr`aciones    saturantes    de    sustr`ato    no    provocan    la    formaci6n    del

tetramero   de   12,4   S   observado   en   el   caso   de    la   enzima   nativa,    lo   que

sugier`e   que   aunque   los   sustratos   promueven  la  asociaci6n  de   la  subunida-

des   inactivas,   no   inducen   la   conversi6n  del   tetramer`o  inactivo  de  13,5  S

al     activo    de     12,4    S     (Luther`    y    col.,     1983).     Todos    estos    r`esultados

indican   que   la   regulaci6n   de   la  actividad   de   fosfofructoquinasa   estarla

dada,    al    menos   en   par`te,   pop   cambios   en   su   estructura   cuaternar`ia.   Lad

y   col.    (1973)   han   suger`ido   que   bajo   condiciones   fisiol6gicas   la   regula-

ci6n   de   esta   enzima,   a   trav6s   de  reacciones  de  polimer`izaci6n-despolime-

r`icaci6n,   serla  bastante  rapida,   con  una  vida  media  de  un  minuto  o  menos.

Por   otr`a   par`te,   la   fosfofructoquinasa   de   mtisculo   de   conejo   inter`-

cruzada    con    dimetilsuber`imidato    no   pr`esenta   interacciones   homotr`6picas

entr`e   los   sitios   de   uni6n   par`a   fructosa-6-P,   a   difer`encia   de   la   enzima

nativa,    per`o   es   capaz   de   ser   activada   pop   efectores   alost6ricos   tales

como   AMP   o   CAMP    (Lad   y   Hammes,1974).    Ademas,    la   enzima   intercruzada   es

inhibida   por   MgATP-2   y   citr`ato,    aunque    el    mecanismo   de    inhibici6n   pop
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estos    compuestos    es    diferente.    Pop    una    par`te,    MgATP-2    estabiliza    la

for`ma    tetr`amer`ica    de    la   enzima   en   tanto   que   citr`ato   ejer`ce   su   efecto

inhibidor   despolimer`izando   la   enzima   en   dimer`os   inactivos,   disminuyendo

la   Vmax    de    la   reacci6n    (Lad   y   Hammes,1974),    disminuyendo   la   uni6n   de

fructosa-6-P   a   la   enzima,   o   estos   dos   altimos   a   la   vez   (Hill   y   Hammes,

1975) .

Todos   estos   r`esultados   sugier`en   que   la   regulaci6n   de   la   actividad

de   la   fosfofr`uctoquinasa   de   masculo   es  muy  compleja  e   involucr`a  mecanis-

mos    tales   como   inter`acciones   homotr6picas,    heterotr`6picas   y   reacciones

de  polimer`izaci6n-despolimerizaci6n.

Reinhar`t   y   Lardy   (1980a),   estudiaron   la   actividad   de   fosfofr`ucto-

quinasa   de   higado   en   condiciones   cercanas  a  las  fisiol6gicas  y  concluye-

r`on   que   6sta   corresponde   a   un  pequefio   por`centaje   de   la   actividad   total

disponible,    el    cual   es   insuficiente   par`a   permitir   su   funcionamiento   a

los   niveles   fisiol6gicos   de   fructosa-6-P.   Estos   autor`es   proponen   que   en

la   c6lula   existiria   una   mezcla   de   tetrameros  y   agregados   mayores   de   la

enzima,    en   la   cual   estos   tiltimos   predominan.   Estos   agregados   poseerlan

mayor    afinidad    pop    fr`uctosa-6-P   de   modo   que   la   enzima   sepia   activa   a

lag    concentraciones    bajas    de   este   metabolito    existente   en   la   c6lula.

Este    es    el    mecanismo    por    el    cual    se    darla    cuenta   de    la   actividad

fosfofructoquinasica   obsel`vada  if  rfyg   (Reinhart   y  Lardy,1980b;   1980c).

Hofer    (1971)    propuso    un   modelo    similar    par`a    la   fosfofructoquinasa   de

masculo   de   conejo,    en   el   cual   las   for`mas   agregadas   de   la   enzima   poseen

pr`opiedades    cineticas    alter`adas,    esto    es,    aumento    en    la   afinidad   pop

fr`uctosa-6-P  y  disminuci6n  de   la  inhibici6n  pop  ATP.

En    el    caso    de    Pfk-2    de    E.    coli, la   regulaci6n   de   la   actividad

enzimatica    (inhibici6n   pop   MgATP-2)    conlleva   un   cambio   en   el   estado   de
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agregaci6n   con   la   for`maci6n   de   agregados   mayores.   Una   situaci6n   similar

se   observa   para   hexoquinasa   de   cer`ebr`o,    la   cual    dimeriza   en   presencia

del   inhibidor  glucosa-6-P   (Chakr`abar`ti  y  Kenkare,1974;   Easter`by,1975).

La    formaci6n    del    tetr`amero    de    Pfk-2    de    E.    coli    en r`espuesta   a

MgATP-2    podr`ia    surgir    por    dos    mecanismos:     1)     uni6n    de    MgATP-2    a    una

especie   minor`itaria   preexistente   (tetramer`o),   desplazando   asi   el  equili-

brio    en     su     favor    y    2)    inducci6n    de    un    cambio    confor`macional    en    la

enzima    pop    MgATP-2    que    la    hace   susceptible   a   la   tetfamerizaci6n.    Los

estudios     pr`esentados     anterior`mente    no    mos    permiten    distinguir    entr`e

est;as     posibilidades.     Sin     embargo,     el     hecho     que     en     ningan     sistema

(gradiente    de    sacarosa,    electr`oforesis    en   geles   de   poliacrilamida)    se

haya    observado    la   especie   tetr`aler`ica,    hacen   mss   plausible   la   segunda

al ternativa .

La    dimerizaci6n    de    hexoquinasa    de    cerebro    producida    por   gluco-

sa-6-P   corresponder`ia   al   mecanismo   pr`opuesto   en   el   punto   uno,   ya   que  en

ausencia   de   ligandos   el   9°/a   de   la   protefna   se   encuentra   como  dlmer`o  y  el

91a/o  restante   como   mon6mer`o   (Easter`by,1975).

La    actividad    especifica    de    la    forma   tetr`am6rica   de   Pfk-2   de   E.

coli   es   dificil           establecer`.    Los   experimentos   de   ultracentr`ifugaci6n

zonal    en   gradiente   de   sacarosa,    en   presencia   de   MgATP-2   1   mM,    dan   como

resultado   la   presencia   de   un   solo   pico   de   sedimentaci6n   col`r`espondiente

al    tetr`amero.    En   experimentos   cin6ticos,   a   concentr`aciones   similares   de

MgATP-2,    Pfk-2   adn   mantiene   aproximadamente   un   50%   de   su   actividad,    lo

que    permitir`ia    suponer.    que    la    especie    tetr`am6rica    no    es    totalmente

inactiva.   Sin   embargo,   esta   cor`r`elaci6n   entre  exper`imentos  de  sedimenta-
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ci6n  y   experimentos   cin6ticos   no   es  estrictamente  valida,   debido  princi-

palmente    a    las    distintas    concentr`aciones    de    pr`oteina    usadas    en    cada

caso  y   a   la   presencia   de   fr`uctosa-6-P   en   los   experimentos   cin€ticos,   el

cual  afecta  el   equilibrio  dfmero-tetr`amer`o.

DIFERENCIAS   ESTRUCTURALES   ENTRE   Pfk-2   Y   Pfk-2#

Los     estudios    pr`esentados    en    esta    tesis    sugieren    que    Pfk-2    y

Pfk-2#   difieren   estr`ucturalmente.   Electroforesis   en  geles  de  poliacrila-

mida   en   pr`esencia   de   dodecil  sulfato   de   sodio   muestra   que   ambas   enzimas

poseen    movilidades    electrofor`6ticas    similar`es,    lo    que    indica   que    sue

subunidades   no   presentan   grandes   difer`encias   en   masa   molecular   (Retamal

y  Babul,   comunicaci6n  personal).

Diver`sas     pruebas     experimantales     contribuyer`on     a    establecer`     la

natur`aleza    de    las   difer`encias   estructur`ales   entre   Pfk-2   y   Pfk-2J+.    Una

de    ellas    fue    el    estudio    del    mecanismo    cin6tico,    el    cual    indic6    que

ambas    enzimas    poseen    un    mecanismo    en    secuencia   ordenada   con   un   orden

difer`ente    de    adici6n    de   sustratos   y   salida   de   productos.   Otra   de   las

pruebas    pr`oviene    de    los    estudios    cineticos   de   la   inhibici6n   de   Pfk-2

por   MgATP-2   y   de   los   cambios   en   su   estado   de   agregaci6n   en   respuesta   a

este     ligando.     A    par`tir    de    estos    resultados    es    posible    suger`ir    la

pr`esencia   de   un   sitio   alost6rico   inhibitorio   par`a  MgATP-2   en   Pfk-2,   el

cual     estaria    alterado    en    Pfk-2*    como    consecuencia    de     la    mutaci6n

estructural   pfkBIO.   Este sitio  estarf a  ademas   relacionado  con   la  forma-

ci6n  de  una  especie  tetram6rica  de   la  enzima,   la  cual  ser'ia  menos  activa.
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REGULACI0N   DE   Pfk-2   Y   Pfk-2#    IN   VIVO

Pfk-2     de     E.     coli     rue inicialmente     descrita     como     una     enzima

"no-alost6rica"     (Fraenkel    y   col.,1973:    Babul,1978),    sin   embar`go    los

r`esultados  expuestos  anteriormente   indican  que  posee  mecanismos  r`egulado-

res  .    Asimismo,   estos   resultados   permiten   explicar   que   cepas   de   E.   coli

que   contienen   solamente   Pfk-1   o   Pfk-2   en   cantidades   compar`ables   tengan

velocidades   de  crecimiento  similares  en  condiciones  aer`6bicas  y  anaer6bi-

cas   (Robinson  y  Fraenkel,1978).

Por    otra   parte,    cepas   de   E.   coli   carentes   de Pfk-l   y   con   altos

niveles   de   Pfk-2   crecen   bien   en   azacar`es   y   en   compuestos   gluconeog6ni-

cos,    en   tanto   que   cepas   isog6nicas   con   altos   niveles   de   Pfk-2*   crecen

lentamente   en   estos   dltimos   metabolitos.    En   condiciones   de   crecimiento

gluconeog6nicas.    el    crecimiento    deficiente    de   las   cepas   que   contienen

Pfk-2+   esta   asociado   a   niveles   altos   de   fructosa-1,6-P2   y   niveles   muy

bajos  de  hexosa -monofosfatos.Pop  el   contr`al`io,   en  estas  mismas  condicio-

nes,    el   nivel   de   hexosas   monofosfato   pr.esentes   en   cepas   que   contienen

Pfk-2    es    nor`mal     (Daldal    y    col.,     1982).    El    hecho    que    una    alteraci6n

(pr`oducto   de   una   mijt,aci6n)   en   Pfk-2  cause  una  alteraci6n  del   cr`ecimiento

en   azacares   y   en   compuestos   gluconeog6nicos   de   lag   cepas   que   la  poseen,

es  una  indicaci6n  del  significado  de  su     funci6n       in  vivo.

Ach     cuando     los     r`esultados    del    estudio    de    las    caracter`Isticas

cin6ticas    de    aJnbas    enzimas    no    per`mite              explicar    la    diferencia    de

crecimiento   entre   las   cepas   que   contienen   Pfk-2  y   Pfk-2it,   es   posible,   a

partir     de     ellos,     pr`oponer    algunos     mecanismos     pop    los     cuales     esta

alter`aci6n   fisiol6gica   se   llevaria   a   cabo.   Uno  de  ellos  esta  r`elacionado
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con    la    menor    inhibici6n    de    Pfk-2#,    compar`ada    con    Pfk-2,    pop    fr`ucto-

sa-1,6-P2    y    MgATP-2,     adn    cuando     la    susceptibilidad    de    Pfk-2    a    la

inhibici6n   por   este   altimo   metabolito   es   mucho   mss   acentuada   que   la   de

fructosa-1,6-P2.   Durante  el  crecimiento  en  fuentes  de  car`bono  gluconeog6-

nicas    la   ausencia   de    inhibici6n   de   Pfk-2*   podr`ia   causar`   una   conver.si6n

excesiva   de   fr`uctosa-6-P   a   fructosa-1,6-P2   y  por   lo   tanto  una  deficien-

cia   de   fr`uctosa-6-P   o   ATP,   generando   un   ciclo   ftitil.      Cabe   hacer   notar

sin   embargo,    que   bajo   estas    condiciones   el   ciclo   fatil   detectado   rue

marginal   (Daldal  y  Fr`aenkel,1983).

Otr`a   explicaci6n   posible   es   que   Pfk-2   o   Pfk-2*   tuvieran   algan   rol

en   la   reacci6n   catalizada   por   la   fructosa-bisfo§fatasa.   Aunque   Pfk-1  y

Pfk-2   son   capaces   de   realizar  muy   lentamente   la   reacci6n   rever`sa,   ellas

no    pueden    sustituir`    fisiol6gicamente    a    la   fr`uctosa-bisfosfatasa.    Aun

mss,    cepas   silvestres   par`a  fructosa~bisfosfatasa   (£gE+)   contienen  nive-

les    similares    de   esta   enzima   independientemente   de   si   ellas   contienen

Pfk-1,    Pfk-2   o   Pfk-2tl,    o   ninguna    fosfofructoquinasa.    Por   otra   par`te,

tambi6n    es    posible    que    exista   algan    tipo    de    inter`acci6n   no   gen6tica

entre    fosfofructoquinasa    y    fructosa-bisfosfatasa,     de    modo    que    esta

asociaci6n   flsica   afecte   la   actividad   de   ambas   enzimas.   Una   asociaci6n

de   este   tipo   ha   sido   descrita  por   Uyeda  y   I.uby   (1974)   para  fosfofructo-

quinasa   de   mdsculo   de   conejo.   Estos   autor`es   encuentran   que   la   fructosa-

bisfosfatasa   es   capaz    de   aument;ar   la   inhibici6n   de   fosfofructoquinasa

por   ATP,   citrato   y   3-P-glicer`ato.   Resultados  similares  han  sido  infor`ma-

dos    pop    Pontremoli    y    col.     (1979)    y   pop   MacGregor   y   col.    (1980)    para

fr`uctosa-1,6-bisfosfatasa  y   fr`uctosa-1,6-bisfosfatasa  aldolasa  de  hlgado

de    conejo.     Tambi6n    Ovadi    y    Keleti     (1978)    y    Ovadi    y    col.     (1978)    han
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pr`oporcionado    pr`uebas    cineticas    y    fisicoquimicas    par`a    la    interacci6n

entre   aldolasa  y  glicer`aldehido-3-P   deshidrogenasa   de  mdsculo  de  conejo.

Ahor`a   que   la   fr`uctosa-bisfosfatasa   de   E.   coli   ha   sido purificada   (Babul

y   Guix6,1984),   ser`a   posible   estudiar   la   inter`acci6n   de   esta   enzima  con

Pfk-2  y  Pfk-2il  y  las  consecuencias  de  esta  inter.acci6n.

Atin   cuando   es   posible   establecer`   algunas   correlaciones   entr`e   las

caracterlsticas  cin6ticas  de  las  enzimas  y  la  alteraci6n  en  el  crecimien-

to    de    las    cepas    que    las    contienen,     adn   quedan   muchos    aspectos    por

resolver`,    en   especial   en   cuanto   a   la   magnitud   y   naturaleza   del   cambio

estr`uctur`al     producido    en    Pfk-2    por    la    mutaci6n    p£±Pjp,     el    que    se

tr`aduce    espec{ficamente    en    un    cambio    en    el    mecanismo    cin6tico    de    la

reacci6n    catalizada    por    la    enzima    y    en    la    ausencia    de    un    sitio

alost6rico  inhibitor`io  papa  MgATP-2  en  Pfk-2*.
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