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RESUMEN,

En esta tesis se ha realizado un estudio de 1la descarboxilasa difos
fomevalénica (ATP : 5-difosfomevalonato carboxiliasa (deshidratante)

EC 4,1,1,33) desde un punto de vista cinético, que constituye una prime
ra aproximacidén al mecanismo de accidn de esta enzima,

El presente trabajo tuvo tres objetivos principales. El primero fue
determinar cual de los comple jos del MgATP es el sustrato verdadero y
ademds determinar el efecto del exceso del ATP y del metal bivalente so-
bre la actividad de la enzima, El segundo fue discernir el mecanismo
cinético y el tercero fue determinar 1la estructura del complejo metal-
nucleStido en el sitio activo de la enzima,

El sustrato verdadero de la descarboxilasa difosfomevaldnica resultd
ser el MgATP-Z. Ademds, mediante variaciones en el PH, se descarté que
el MgHATP también fuera un sustrato de la enzima, los estudios realiza
dos con el objeto de determinar los efectos del ATP libre y del metal
libre sugirieron que el ATP libre actda como un activador, Por otra par
te, se demostrd un efecto inhibidor producido por el Zn*2 libre, el Cd+2
libre y el Mn+2 librey mientras que el Mg+2 libre no presentd este efecto
inhibidor,

La capacidad relativa de los iones met£licos bivalentes para actuar
en la reaccién catalizada por la descarboxilasa difosfomevaldnica fue
evaluada en términos del cuociente V/Km Para los correspondientes com-

. -2 +2 +2
plejos (metal-ATP) , Estos fueron de 100 para Mn =, de 37 para Cd ,

+ -,
de 14 para Mg 2 y de 1,7 para Zn 2.
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El segundo objetivo se aborddé mediante estudios de inhibicién por
andlogos de los sustratos, En forma previa a estos estudios se confirmé
que la unién de los sustratos a la enzima ocurre en forma secuencial,
al obtener una pardbola en una grdfica del recfproco de la velocidad
con respecto al reciproco de la concentracién de uno de los sustratos,
cuando se varid la concentracién de ambos sustratos en una razén cons-
tante, los experimentos realizados con MVAP, un andlogo del MVAPP, in-
dicaron una inhibicién competitiva con respecto al MVAPP y una inhibi-
cién mixta con relacidén al ATP, Los resultados obtenidos con dos and-
logos del ATP, el AMP-PCP y el ATP)’S, indicaron una inhibicidén compe-
titiva con respecto al ATP e incompetitiva con relacién al MVAPP, Estos
resultados nos llevaron a concluir que el mecanismo cinético de la des=
carboxilasa difosfomevaldnica es secuencial ordenado, siendo el MVAPP
el primer sustrato que se une a la enzima,

El tercer objetivo fue determinar la estructura del complejo metal-
nucledtido en el sitio activo de la enzima, Para ello, se usaron los
andlogos fosforotioatos del ATP, Se encontrd que la actividad como sus-
tratos de estos andlogos disminuyé a medida que el reemplazo de un oxf-
geno por azufre en el ATP cambiaba de la posicidn « a la )/.

Ambos diasteredmeros del ATPX S fueron sustratos de la enzima y la
comparacién de los cuocientes V/Km no mostré reversién en la estereose-

-+
lectividad del isdmero por la enzima al reemplazar el Mg = por el Cd+2,

lo que sugiere que el metal no se coordina al fosforilo « del nucledtido,

Para el estudio con los diasteredmeros del ATP/} S fue necesario cambiar

+
el Cd"h2 por el Zn “ debido a problemas en el ensayo, En este caso solo
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fueron sustratos el Mg(Rp)ATPVSS y el Zn(Sp)NTRé S. Esta reversién en la
estereoselectividad al cambiar el catién indica que el metal se coordina
al fosforilo /5 del ATP,

los resultados anteriores sugirieron que 1la descarbéxilasa difosfo~
mevalénica usa como sustrato al isémero lambda del complejo /3,J’-biden-
tado del HgATP'Z. En contraste con la preferencia por el isémero lambda
para la reaccidn enzimdtica, los estudios de inhibicidén con los diaste-
reSmeros del ATP/A3 S indicaron que el isémero delta se une con una afi-
nidad igual o mayor que el isémero lambda,

La descarboxilasa difosfomevaldénica fue inactivada por diversos tio-
nucledtidos encontrdndose el siguiente orden de efectividad como inacti-
vadores (RP)ATP/JS > (SP)ATPﬂS % ADPAS 27 AMPS > ATPY'S, La pro-
teccidén de la inactivacién ejercida por los sustratos podrfa indicar
que el grupo reactivo estd en o cerca del sitio activo, A su vez la pro-

teccién ejercida por el DIT sugerirfa que el tionucledtido estuviese

interactuando con grupos sulfhidrilos funcionales de la enzima,
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ABSTRACT

A kinetic study has been carried out on mevalonate-5-diphosphate
decarboxylase (ATP : diphosphomevalonate carboxy-lyase (dehydrating)

EC 4,1,1,33), as part of a first approximation to the mechanism of action
of this enzyme,

This work had three main purposes, The first one was to sort out
which of the complexes formed between Mg2+ and ATP is the true substrate
and to determine the effects of free metal and free ATP in catalysis,

The second one was to determine the kinetic mechanism of the enzyme and
the third one was to ascertain the active metal-chelate structure for
ATP in the active site of the enzyme,

The first objective was approached by carrying out a series of kinetic
experiments to measure the effects of free metal, free ATP and MgATP,
varied over a wide concentration range, on mevalonate-5-diphosphate
decarboxylase activity, We found that MgATPZ- is the substrate, meanwhile
free divalent cations inhibited the enzyme ( 2n » Ca > Mn). On the other
hand, free Mg is not an inhibitor. Our results also suggested that free
ATP acts as an activator of the enzyme,

2+ 2+

+ +
The relative efficiency of Mg2 s MW, Cd” ', and an as activating

metal ions was evaluated in terms of V/Km for the corresponding metal-ATPz-
complexés. The relative ratios were 100 for Mn2+, 37 for Cd2+, 14 for
Mgz+ and 1,7 for Zn2+.

The second purpose of this study was to determine the kinetic mechanism
of mevalonate-5-diphosphate decarboxylase., When the concentration of both

substrates was varied in a constant ratio, the reciprocal plot could be
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fitted to a parabola, supporting a sequential mechanism,

Inhibition studies with substrates analogues were carried out to
determine the order of interaction of the substrates with the enzyme., When
MVAP was used as a MVAPP analog, we found it to behave as a competitive
inhibitor against MVAPP and as a mixed one with respect to ATP. ATP)y S
and AMP-PCP were used as ATP analogues, and in both cases competitive
inhibition against ATP and uncompetitive inhibition with respect to MVAPP
were found, These results indicate that the addition of the substrates to
the enzyme is ordered with MVAPP adding first,

The diastereomers of phosphorothiocate analogues were used as probes
of the structure of the metal nucleotide substrate at the active site of
the enzyme, Enzyme activity with the thio-ATP analogues decreased when
the site of sulfur substitution was changed from the « to the Yy position,
Both diastereomers of ATPX S acted as substrates and no stereoselectivity
was observed when the ATPK S isomers were used in the presence of Mg2+
or Cd2+, suggesting that the metals are not coordinated to the £ phosphate,
In the study with the isomers of ATPA S, an+ was changed for Cd2+ because
of the Cd2+-mediated hydrolysis of ATPA S, For the ATP/ S diastereomers,

a metal-dependent reversal of activity was observed, While Mg(RP)ATP/:)S
was a substrate, the Mg(Sp) diastereomer was not a substrate at all,
Conversely, Zn(sp)ATPe,s behaved as a substrate and Zn(Rp)ATP/&s did not
act as such, The observed reversal of activity for the ATP/3S diastereomers
provides evidence that the metal is complexed to the /3 phosphate of ATP,

From the above results it is proposed that mevalonate=-5-diphosphate

decarboxylase requires the lambda p,y-bidentate MgATP chelate structure,
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The enzyme is inactivated by various thionucleotides and the order
of effectiveness as inactivators is : (RP)ATP@ s > (Sp)ATPBS X ADPA S
2 AMPS > ATPY S. Both substrates protected the enzyme against inactivation
by (RP)ATP/j S. As dithiothreitol prevents the enzyme inactivation, these

results are interpreted as being the consequence of the interaction of

the above mentioned analogues with essential thiol groups of the enzyme,




INTRODUCCION,

El grupo de productos naturales conocido como isoprenoides in-
cluye a todas aquellas substancias cuya biosintesis se deriva del
compuesto de cinco dtomos de carbono denominado IPP, Estos isoprenoides
se encuentran distribuidos ampliamente en la naturaleza y entre ellos
tenemos a los esteroides, carotenoides, terpenos y giberelinas,

La descarboxilasa difosfomevaldénica (ATP : 5=difosfomevalonato
carboxiliasa (deshidratante) (EC 4,1,1.33)) cataliza la descarboxilacidén
del MVAPP en presencia del ATP y un metal bivalente para producir IPP

y otros productos, de acuerdo a la ecuacidén :
Me+2
MVAPP + ATP —> IPP + ADP + CO2 + Py

Se ha encontrado la presencia de descarboxilasa difosfomevaldnica
en : cerebro de rata (Ramachandran y Shah, 1977; Shama Bhat y Ramasarma,
1979), intestino de pollo (Gonzglez-Pacanowska y col., 1985), y en hojas

de Cymbopogon citratus (lalitha y col, 1985), La enzima ha sido purificada

parcialmente a partir de levadura (Bloch y col,, 1959), 1l4tex de Hevea

brasiliensis (Skilleter y Kekwick, 1971) e higado de cerdo (Popjdk,

1969; Beytfa, 1972). Ademds, la descarboxilasa difosfomevaldnica ha
sido purificada a homogeneidad a partir de hfgado de rata (Shama Bhat y
Ramasarma, 1980) y de hfgado de pollo (Alvear y col., 1982).

Las descarboxilasas obtenidas de diferentes fuentes Presentan algunas
propiedades semejantes tales como pH éptimo, requerimiento de metales

y de nucleétidos, Asf, las enzimas de 14tex de Hevea brasiliensis

(Skilleter y Kekwick, 1971), hfgado de cerdo (Popjdk, 1969), cerebro de




2
rata (Ramachandran y Shah, 1977), hfgado de rata (Shama Bhat y Ramasarma,
1980), e hfgado de pollo (Alvear y col,, 1982) requieren, para su acti-
vidad, la presencia de un metal bivalente, siendo Hg+2 o Hn+2 casi igual=-
mente efectivos, En cuanto al requerimiento de nucleétidos, estas enzi-
mas presentan una marcada preferencia por el ATP,

El intervalo éptimo de pH para la enzima de hfgado de pollo se ex~
tiende de 4,0 a 7,0 (Alvear y col,, 1982), Este éptimo de pH es algo
diferente del encontrado para las enzimas de hfgado de rata (Shama Bhat
y Ramasarma, 1980), cerebro de rata (Ramachandran y Shah, 1977) y 14tex

de Hevea brasiliensis (Skilleter y Kekwick, 1971) las cuales presentan

PH éptimos en el intervalo de 5,3 a 6,5. Es de interés recalcar que
estos autores emplearon solo amortiguadores citrato y fosfato para sus
determinaciones y que se demostré con posterioridad que el citrato inhibe
a las enzimas de pollo y de rata a valores de pH inferiores a 5,0 (Alvear
y col,, 1982),

la descarboxilasa difosfomevaldnica de hfgado de pollo tiene un peso
molecular de 85,000 z 2,000 y estd compuesta de dos subunidades (Alvear
y col,, 1982), a diferencia de lo publicado para la enzima de hfigado
de rata, la cual es un tetrdmero de peso molecular de 126,000 (Shama
Bhat y Ramasarma, 1980),

La enzima de hfgado de pollo presenta cinética hiperbélica para
ambos sustratos, con K, verdaderas de 1,41 x 10™> M para el MVAPP y de
5,04 x 10-b M para el ATP, la representacién gréfica de los datos ciné-
ticos indica un mecanismo secuencial para la unién de los sustratos a

la enzima (Alvear y col,, 1982),




3

Estudios realizados por Ramachandran y Shah (1976) hicieron suponer
que la descarboxilasa difosfomevalénica pudiera desempefiar un papel
regulador en la biosintesis de isoprenoides en mamfferos, Estos autores
observaron que la fosforilacién del MVA y del MVAP no era diferente en
preparaciones de hfgado de ratas lactantes y destetadas, mientras que
la descarboxilacidén del MVA resulté ser mucho m4s alta en ratas deste-
tadas, sugiriendo entonces una influencia del estado nutricional del
animal sobre la descarboxilasa difosfomevalénica,

Sin embargo, estudios fisiolégicos realizados en hfgado de rata han
indicado que la descarboxilasa difosfomevaldénica, al igual que las dos
quinasas que la preceden en la biosfntesis del colesterol, presentan
variaciones en su actividad de acuerdo al estado hormonal o nutricional
del animal., Asi, se ha demostrado que la actividad de estas enzimas
(quinasa mevalénica, quinasa fosfomevaldnica y descarboxilasa difosfo-
mevaldnica) disminuye, al igual que la colesterogénesis hepdtica, cuando
las ratas se someten a ayuno, se alimentan con una dieta que contiene
colesterol o se les induce diabetes mediante estreptozotocina, Por el
contrario, las actividades de estas enzimas aumentan cuando los animales
se alimentan con una dieta que contiene colestiramina, De esta forma
se demuestra que la descarboxilasa difosfomevaldénica se comporta en forma
similar a otras enzimas de la vfa, lo que sugiere que la regulacidn de
la biosintesis del colesterol se realiza por variaciones concertadas de
grupos de enzimas de la ruta (Jabalquinto y Cardemil, 1981),

Ain cuando la descarboxilasa difosfomevalénica no presente un papel

regulador en la biosintesis de isoprenoides en mamiferos, la enzima




n
presenta un gran interés desde el punto de vista de su mecanismo de
accidén, ya que existen pocas descarboxilaciones similares a ésta dentro
de las reacciones del metabolismo intermediario., la reaccidn catalizada
por la carboxiquinasa fosfoenolpimfvica pudiera considerarse una de las
mds similares, aun cuando en este caso se libera un producto fosforilado
a expensas del ATP, el fosfoenolpiruvato,

Desde el punto de vista de la qufmica orgdnica, la descarboxilacidn
del MVAPP podrfa considerarse una reaccién andloga a la descarboxilacidén,
en acetona y en medio alcalino, del derivado dibromado del dcido trans-
cindmico (el 2,3-dibromo-3-fenilpentanoico) para dar /3 -bromoestireno
(Cristol y Norris, 1953). En este caso, la descarboxilacidn produce
exclusivamente _c_i_s_-/:’) -bromoestireno, lo que indica una eliminacién del
carboxilo y del bromuro de tipo antj, en analogfa a la eliminacién de los
grupos carboxilo e hidroxilo del MVAPP en la reaccidn catalizada enzimg-
ticamente (Cornforth y col., 1966).

El mecanismo de la reaccidn catalizada por la descarboxilasa difosfo-
mevalénica continda siendo un interrogante, a pesar de que los primeros
estudios al respecto se hicieron a comienzos de la década de 1960, En
estos estudios, Konrad Bloch y su grupo (Lindberg y col,, 1962), pudieron
demostrar que al usar [3-180] MVAPP con una preparacién obtenida de leva=-
duras, el oxfgeno del grupo hidroxilo en la posicién tres del MVAPP se
transfiere, luego de la descarboxilacidn, al fosfato inorgdnico liberado,
Sobre la base de este experimento, los autores sugirieron dos posibles
mecanismos para la reaccién de descarboxilacién, como puede verse en

la Figura 1,
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los dos mecanismos propuestos difieren en que en uno de ellos
(Figura 1a) hay formacidn de un intermediaric trifosforilado y en el
otro (Figura 1b) la descarboxilacidn, la rotura del enlace C-0, y la
formacidén del enlace O-P son procesos concertados, En este dltimo caso
el ATP no estd actuando como un agente fosforilante sino que solo estd
proporcionando, a través de su fosforilo terminal, un agente electrd-
filo capaz de atraer electrones desde el enlace 03-0 del MVAPP para
generar de esa manera un centro de cargas positivas en el C3 y favorecer
entonces la descarboxilacién y formacidn del enlace doble, Respecto a
estos mecanismos, es de interés hacer notar que Popjdk (1969) informa
que, al usar una preparacidén de descarboxilasa difosfomevaldnica de hf-
gado de cerdo, la formacidn de 002 y de ADF aparecen como procesos sin-
cronizados en un amplio intervalo de PH, lo que apoya el mecanismo con-
certado de la Figura 1b, Sin embargo, aun cuando el mecanismo fuese el
de la Figura la, serfa muy dificil demostrar que existe un retraso entre
la produccidén de ADP y la de 002 con el equipo descrito por Popjdk (1969).
Un intento de atrapar un posible intermediario trifosforilado usando un
andlogo no descarboxilable del MVAPP did resultados negativos (Hellig,
1902 ),

Uno de los factores que ha impedido estudiar el mecanismo de accidn
de esta enzima ha sido la falta de una preparacidn estable y de alto
grado de pureza, Al respecto es interesante destacar que la descarboxilasa
de higado de rata ha sido purificada a homogeneidad, pero la preparacidn
obtenida es extremadamente inestable, ya que pierde el 99% de su acti-

vidad en 12 horas (Shama Bhat y Ramasarma, 1980), Por otra parte,




Alvear y col, (1982) han obtenidq a partir de hfgado de pollo, una pre-
paracién altamente purificada cuya actividad especffica es cien veces
mayor que la de la enzima homogénea de higado de rata (Shama Bhat y Ra-
masarma, 1980), La protefna de hfgado de pollo es homogénea en electro-
foresis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas, sin embargo
mediante electroforesis en condiciones desnaturantes se observa una pro-

tefna contaminante (15% de 1a protefna total), Esta preparacidn enzimg-

tica puede mantenerse un afio a =-20° sin pérdida de actividad y no re-
quiere, para su actividad o estabilidad, la presencia de reactivos que
contengan sulfhidrilos (Cardemil y Jabalquinto, 1985),

En nuestro laboratorio nos ha interesado estudiar el mecanismo de
accidn de la descarboxilasa difosfomevaldnica primeramente desde el punto
de vista qufmico, Mediante experimentos de modificacidn quimica reali-
zados con un reactivo especffico para argininas (fenilglioxal) hemos de-
mostrado que la enzima de hfgado de pollo se inactiva rdpidamente siguiendo
una cinética de pseudo-primer orden. La enzima parcialmente modificada
no presenta una variacidn significativa en las Km aparentes para ambos
sustratos, sugiriendo que en tales circunstancias solo son activas las
moléculas de enzimz no modificadas por el reactivo, Tanto el MVAPP como
el ATF protegen totalmente de la inactivacidn lo que sugiere que la argi-
nina esencial estd en o cerca del sitio activo (Jabalquinio y col,, 1983),

Adn cuando la descarboxilasa difosfomevaldnica de higado de pollo no
requiere para su actividad la adicidn de reactivos que contengan sulfhi-

drilos (Cardemil y Jabalguinto, 1985), la enzima se inactiva con reactivos

altamente selectivos para grupos sulfhidrilos tales como DINBE y metil-




metanotiosulfonato (Alvear y col., 1986),

La inactivacidn con metilmetanotiosulfonato es de pseudo=primer
orden a todas las concentraciones del inactivador empleadas, El orden

de la reaccidn (respecto al inactivador) es de dos, lo que indica que la

modificacidén de dos grupos tioles por sitio activo es necesaria para pro=-
ducir la inactivacién, Al respecto es interesante hacer notar que 1la
enzima es también inactivada por reactivos especificos para ditioles
vecinos como arsenito y Cd+2. Estos resultados sugieren la presencia de
un grupo ditiol vecino en la enzima (Alvear y col., 1986),

Recientemente, Iyengar y col, (19806) investigaron el mecanismo de
transferencia del grupc fosforilo terminal del ATP al oxfgeno del 03 del
MVAPF, llevando a cabo lz reaccidn en presencia del isdmero (S )-adeno-
sina-5'-0—[§-1702, 8.]-tiotrifosfato en lugar del ATP, Los autores
encontraron que el tiofosfato producido en la reaccidn enzimdtica tenfa
configuracidn Rp, con lo que se demuestra que la reaccidén enzimdtica
ocurre con inversidn de la configuracién en el P, Este resultadc apoya
fuertemente un mecanismc de transferenciz directa del fosforilo 3/1de1
ATP 2l hidroxilo terciario del MVAFP,

Anteriormente sefialamos que la descarboxilacidn y deshidratacidn
catalizada por la descarboxilasa difosfomevaldnica es Unica dentro de
las reacciones del metabolismo intermediario, guardando cierta analogfia
solo con la reaccidn catalizada por la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica,
Cabe entonces destacar la presencia de un ditiol vecino ern la carboxi-

quinasa fosfoenolpirivica obtenida de citosol de rata (Carlson y ¢ol;,

1978) y en la descarboxilasa difosfomevaldénica de higado de pollo




(Alvear v col,, 1980,. Ademds, tanto la reaccidr catalizada por 1la
descarboxilasa difosfomevaldnica (Ivenear y col,, 1980) como 12 cata-
lizada por la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica mitocondrial (Sheu y
cel., 1984) ocurren con inversidn de la configuracidn en el fésforo.
For otra parte se han encontrado residuos de areinina en el sitio activo
de la descarboxilasa difosfomevaldnica (Jabalquinto y col,, 1983) y de
la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica de levaduras (Malebran y Cardemil,
1980),
En esta tesis se presenta una primera aproximacidn al estudio del
mecanismo de accidn de la descarboxilasa difosfomevaldnica, desde un
punto de vista cinético, que incluye los siguientes objetivos
- Determinar cial o cdales de los complejos del ATF y magnesio (MgATP-Z
o MgHATF™ ) son sustratos en la reaccidn enzimdtica, Ademds, deter-
minar los efectos del métal libre y del ATP libre,

= Dilucidar el mecanismo cinético de la reacecidr catalizada por la
enzima, por medio de estudios cinéticos de inhidicidn de punto muerto
y de inhibicidén por los productos.

= Determinar el tipo de-interaccién entre el magresio y los fosforilos
del ATF en el sustrato, por medio de un estudic cinético usando and-
logos azufrados del ATP o complejos de sustitucidn inertes del

CrATP,
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analftico y se
obtuvieron de las firmas comerciales mencionadas en cada casa.
=Aldrich Chemical Co., Wisconsin, EE,UU. : Isopentenol.

-Amersham Co., Illinois, EE,UU. :[3-1“c]MVAP, [8-1“CJATP y Ea-“’c]wP.

-Boehringer Mannheim, Alemania Federal : Acetato quinasa (E. coli),
mioquinasa (misculo de conejo), aldolasa (misculo de conejo), TPI
(mfsculo de conejo), PK (misculo de conejo), G3PDH (levadura), LDH
(misculo de conejo), fructosa-1,0-visfosfato, CTP, ITP, GTP, UTP, NAD+,
ATPY S, AMP-PCP y acetilfosfato,

-J.T. Baker Chemical Co., Phillipsburg, N.J., EE,UU, : Trietanolamina,

-Merck A,G., Darmstadt, Alemania Federal : Amonfaco, trietilamina, HC1
y 2=-mercaptoetancl,

~-Research Products International Corp., Illinois, EE,UU, : POPOP y PPO,

-Sigma Chemical Co., St Louis, M.0. EE.UU., : NADH, ATP, PEP, piruvato,

lactona del 4cido (R,S)mevalénico, DTT, Tris-base, MgCl,, MnCl,, CdCl

2’
ZnClz, EDTA, MES, Bistrispropano, AMP, KCl, Dowex=-50W, DEAE-Sephadex A-25,
-Whatman Ltd., Kent, Inglaterra : Papel DE-81,

El tiofosfato fue gentilmente proporcionado por la Dra R, Iyengar (Ins-
titute for Enzyme Research, EE.UU.), en tanto que el (Rp)ATPo(S y el
(Sp)ATPb(S fueron gentilmente cedidos por el Dr F, Eckstein (Max-Plank

Institut).
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Determinacidén de la actividad enzimatica,

La actividad de la descarboxilasa difosfomevaldnica se determind

por medio de dos métodos de ensayo,

1. Ensayo espectrofotométrico para determinar ADF,

El método usado consistié en medir el ADP generado en la reaccidn
mediante el acoplamiento de las reacciones catalizadas por la FK y la
LDH, y que ha sido usado extensamente para medir reacciones enzimdticas
en las que se produce ADP (Kornberg y Price, 1951 ; Cleland, 197%a),
Experimentalmente se midié en forma continua 1la desaparicidén de NADH a
30° y 340 nm en un espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 3, provisto de
registrador, utilizando cubetas de cuarzo de 1 mL de volumen y 1 cm de
paso Sptico,

La mezcla de reaccién estdndar contenfa en un volumen final de 1 ml .
amortiguador Tris-HC1 100 mM pH 7,0, KC1 100 mM, ATP 5 mM, MgCl, © mM,
NADH 0,23 mM, PEF 0,5 mM, PX 6,5 unidades, LDH 11,8 unidades y MVAPP
0,15 mM, La reaccidn se inicié con la adicidn de la enzima. En los expe-
rimentos cinéticos descritos mds adelante, las concentraciones del ATP,
MVAPF y MgClZ se variaron seguin los propdsitos del ensayo.

El ensayo se efectud siempre en condiciones tales que la actividad
de las enzimas auxillares no fuera limitante de la velocidad bajo nin-
guna condicidn usada. De iegual modo, se comprobd que la concentracidn
de producto variaba linealmente con respecto al tiempo y a la concentra=-
cién de protefnas en el ensayo,

2., Ensayo para determinar Pi'

Este método se basa en la determinacidn del Pi producido en 1la
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reaccidn catalizada por la descarboxilasa difosfomevaldnica (Cardemil y

Jabalquinto, 1985), La mezcla de reaccidn estdndzar contenfa en un

volumen de 0,5 mL : amortiguador Tris-HC1 100 mM pH 7,0, KC1 100 mM,
ATP 5 mM, MgCl, 6 mM y MVAPP O,44 mM, La reaccidén se inicié con la
adicién de la enzima, y luego de 6 minutos de reaccidn a 30° la reacciédn
se detuvo agregando 0,2 mL de EDTA 0,1 M pH 7,0, E1l P; producido se
determind en una alfcuota de 0,050 mL segin lo descrito por Lanzatta
y col, (1979).

Una unidad de enzima corresponde a la cantidad de enzima que des-
carboxila un /umol del MVAPP por minuto en las condiciones de los

ensayos 1 y 2,
Purificacidn de la descarboxilasa difosfomevaldnica,

El procedimiento usado para la purificacidn de la descarboxilasa
difosfomevaldnica de higado de pollo fue el descrito por Cardemil y col,
(Cardemil, 1982; Cardemil y Jabalquinto, 1985), Se obtuvieron prepara-
ciones de enzima cuya actividad especifica varié entre 6 a 7 unidades

por mg de protefna,
Determinacidén de la concentracidén de protefnazs,

La concentracidn de prctefnas se determind mediante el método de

Bensadown y Weinstein (1976), usando seroalbimina bovina como estdndar.

Sintesis de ADP/5 S.

El ADP/3S fue sintetizado de acuerdo a la siguiente reaccidn

AP+ ATPY'S nloquinasa s appps + ADP
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El método empleado en esta sfntesis fue el descrito por Sheu y col,.
(1984). La mezcla de reaccién en un volumen final de 83 mL contenfa
amortiguador trietanolamina-HCl 36 mM pH 8,0, ATP)'S 1,81 mM, AMP 37 mM,
MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, mioquinasa 3.330 unidades, la mezcla de reaccidn

se incubé a 25° durante 6 horas, al cabo de este tiempo la reaccién se

detuvo por congelamiento,

Sintesis de (SP)ATP/3 S.

El isémero Sp del ATP/3S fue sintetizado de acuerdo a lo descrito
por Webb y Trentham (1980). La secuencia de reacciones enzimdticas se

indica a continuacidn .

Aldolasa
Fructosa-l,é—Pz — Gliceraldeh{do=3-P + Dihidroxiacetona=P
TP1
Dihidroxiacetona=P > Gliceraldehido=-3-P

G3PDH
Gliceraldehido-3-P + P, + NAD+————————71,3-difosfoglicerato + NADH

1,3-difosfoglicerato + ADPA3 S ‘—-ﬁ—)}-fosfoglicerato + (SP)ATPAS
La mezcla de reaccién en un volumen de 20 mL contenfa : amortiguador
trietanolanina-HCl 40 mM pH 8,0, ADPAS 1,5 mM, NAD® 0,1 mM, P, 10 mH,
fructosa-1,6-P, 15,5 mM, piruvato 24 mM, MgCl, 10 mM, DTT 40 mM, LDH
166 unidades, G3PDH 640 unidades, PGK 1228 unidades, TPI 270 unidades,
aldolasa 64 unidades, La mezcla de reaccidn se incubd a 25° durante 7

horas, al cabo de este tiempo la reaccidn se detuvo por congelamiento,
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Sintesis de (RP)ATP/A S.

El isdmero RP del ATP/AS se sintetizd enzimdticamente mediante 1la
reaccidn estereoespecIfica catalizada por la acetato-quinasa :

acetato-quinasa
Acetilfosfato + ADPA S —? Acetato + (RP)AT% S.

la metodologfa empleada fue la descrita por Sheu y col. (1984), Ia
mezcla de reaccidn en un volumen final de 14 mL contenfa : amortiguador
trietanolamina=-HCl 50 mM pH 7,8, ADPA S 4,8 mM, acetilfosfato 70,5 mM,
MgCl, 10 mM, DIT 1 mM, acetato-quinasa 2,000 unidades, Ia mezcla de
reaccién se incubd a 25° durante 8 horas, al cabo de este tiempo la re-

accién se detuvo por congelamiento.
Sintesis de ATPY'S.

Inicialmente este compuesto fue obtenido comercialmente y debid ser
purificado mediante cromatograffa de intercambio anidnica como se deg-
cribe mds adelante, Posteriormente este compuesto fue sintetizado segin
lo descrito por Webb y Trentham (1980). Esta sintesis es idéntica a la
descrita para el (SP)AETVSS, con lﬁ excepcidn que en este caso se utiliza

tiofosfato y ADP en lugar de Pi y ADP/3S,
Purificacidén de los tionucledtidos,

los tionucledtidos cuyas sfntesis se han descrito anteriormente
fueron purificados mediante cromatograffa de intercambio anidnico en
columnas de DEAE~Sephadex A=-25 (2,2 x 40 cm) equilibradas en amortiguador

trietilamina-bicarbonato 0,2 M pH 7,6, Ias columnas fueron eluidas a 4°
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con gradientes lineales de concentracidn del mismo amortiguador, cuyas
concentraciones fueron las siguientes :
1, Para ATPY S § gradiente entre 0,2 y 0,55 M (2 L cada una),
2. Para ADPA S ; gradiente entre 0,2 y 0,4 M (2 L cada una),
3. Para (Rp) y (SP)ATPﬁ)S 3 gradiente entre 0,2 y 0,45 M (1,5 L cada una),
Los eluidos de las columnas se analizaron midiendo 1la absorbancia a
260 nm; a la vez los tionucledtidos que contenfan grupos tiofosfatos ter
minales se analizaron mediante su reaccidén con DINB de acuerdo a lo in-
dicado por Richard y Frey (1982), lLas fracciones que contenfan el nucledtido
de interés se concentraron a casi sequedad en un evaporador rotatorioc a no
mds de 30°, Estos residuos se disolvieron en un volumen pequefic de metanol
y Se evaporaron nuevamente a sequedad, este proceso se repite dos veces,
con el fin de eliminar trazas del amortiguador., Los tionucledtidos se
disolvieron en agua bidestilada y se guardaron a -15°,
La pureza de estos tionucledtidos se verificd mediante cromatografia

lfquida de alta presidn usando un cromatégrafo Waters modelo 440 con una

columna Waters Novapak Cig (3,9 x 15 em),
Preparacién y purificacién del complejo )’-monodentado de CrATP,

La preparacién del comple jo 5’-monodentado de CrATP se 1llevd a cabo
segin lo descrito por Dunaway-Mariano y Cleland (1980a), A una mezcla de
50 mL de ATP 50 mM y 50 mL de CrClB 50 mM se agregaron 0,4 L de agua a
85o para dar una temperatura final de 760. Se mantuvo a esta temperatura
por dos minutos; se enfrié rdpidamente en agua con hielo Yy se aplicé a

una columna (2,1 x 23 cm) de Dowex 50-H (malla 100-200, previamente la-




16
vada con solucidén de Br, en KOH, tratada luego con HCl 6 N y lavada fi-

nalmente con agua). La columna se lavé con 2 L de agua hasta obtener
una buena separacidén de las tres bandas coloreadas., La banda intermedia
se extrajo y de ella se eluyé el CrATP monodentado con anilina 0,3 M,
La anilina se eliminé de la solucién de CrATP con éter., E1 éter disuelto
en la fase acuosa se eliminé mediante una corriente de nitrégeno.

El espectro UV-visible del compuesto reveld mdximos de absorcidén en
259 nm, 420 nm y 595 nm, con un hombro en 670 nm y un mfnimo en 498 nm,
Estos valores se comparan razonablemente bien con lo publicado por
Dunaway-Mariano y Cleland (1980a) para el complejo Y -monodentado de
CrATP, E1 andlisis de Cr (Postmus y King, 1955) y el de fésforo total
(Ames, 1966) revelaron la existencia de 0,87 moles de Cr y 3,2 moles de

fésforo por mol de adenosina (determinada espectrofotométricamente a 260 nm),
Preparacién y purificacién del comple jo /5,)/-bidentado de CrATP,

La preparacidén de este complejo se realizé segun Dunaway-Mariano y
Cleland (1980a). Se mezclaron 250 mL de ATP 20 mM con 250 mL de CrCl3
20 mM, a 4°, Se ajusté el pH a 5,7 con una solucién saturada de KHCO3
y se dejé 30 minutos a temperatura ambiente, Luego se ajusté el PH a
2,0 con HCl 6 N y se aplicé a una columna de Dowex 50-H* (2,1 x 23 cm)
que habfa sido tratada en la forma descrita anteriormente, Se lavd con
agua destilada hasta obtener una buena resolucién de las tres bandas
coloreadas, se eliminaron las dos superiores Yy la banda inferior se eluyd
con anilina 0,3 M, la que se eliminé por extraccién con éter,

El espectro UV-visible reveld mdximos en 260 nm, 425 nm y 605 nm,
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con un hombro en 678 nm y un mfnimo en 505 nm » valores que estdn de
acuerdo con lo publicado para el complejo /3,)’-bidentado de CrATP (Duna
way-Mariano y Cleland, 1980a). El andlisis de Cr y fésforo total indicé

1 mol de Cr y 3,4 moles de fésforo por mol de adenosina,
Sintesis de mevalonato-5~fosfato,

E1l MVAP fue sintetizado enzimdticamente a partir del £cido mevald-
nico empleando una preparacién parcialmente purificada de quinasa meva-
1lénica de hfgado de cerdo., Ila metodologfa empleada fue la descrita por
Bazaes (1977, 1980). Se obtuvo un rendimiento del 35% con respecto al
(R)MVA presente en el medio de incubacidn original (E1 MVA comercial es
una mezcla racémica (R,S) y la quinasa mevaldnica utiliza sélo el iséme

ro R),
Sintesis de mevalonato-5~difosfato,

E1l MVAPP se sintetizd de acuerdo a lo descrito en nuestro labora=-
torio (Cardemil, 1982y Cardemil y Jabalquinto, 1985). El1 método consiste
en la fosforilacidn del £cido mevaldnico utlizando una mezcla de quinasas
mevaldénica y fosfomevalénica, y el MVAPP producido es posteriormente pu=-
rificado mediante cromatograffa de intercambio iénico. El rendimiento
obtenido fue del 48% con respecto al (R)MVA presente en el medio de incu-

bacidén original,

Sintesis de MVAPP/3S,

El MVAPP/AS se sintetizé enzimdticamente (Jabalquinto y Cardemil,
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1985) mediante la reaccidn catalizada por la quinasa fosfomevaldnica :

quinasa fosfomevaldnica
MVAP + ATPY'S 7 ADP + MVAPF/AS,

La mezcla de reaccidén a 30° en un volumen final de 30 mL contenfa
amortiguador Tris-HCl 0,1 M pH 7,6, ATPY'S 1,45 mM, MVAP 8,8 mM, MgCl,
5 mM, [}-14C]MVAP 7,6 x 100 cpm, 2-mercaptoetanol 10 mM, quinasa fosfo-
mevalénica 12 unidades, La produccién de ADP fue determinada a distin-
tos intervalos de tiempo, en alfcuotas de 0,01 mL mediante el ensayo
acoplado de la PK y LDH, Luego de 140 minutos, cuando la cantidad de
ADP formada (31,8‘pmoles) correspondfa al 88% del rendimiento tedrico
(basado en la constante de equilibrio de 1 para la reaccidén catalizada
por la quinasa fosfomevaldnica (Eyzaguirre y Bazaes, 1985)), la reaccién
se detuvo por calentamiento en hbafiomarfz hirviente por 3 minutos; se enfrid
en hielo y se eliminé la protefna precipitada, centrifugando a 4° por .15

minutos a 23,000 g,
Purificacién y caracterizacién del MVAPP/3 S,

El sobrenadante, obtenido como se describié en el punto anterior,
se diluyé con agua destilada para bajar su conductividad a 2,9 mS y se
aplicé con un flujo de 45 mL/hr a una columna de DEAE~Sephadex A-25
(1,5 x 40 cm) equilibrada en amortiguador trietilamina-bicarbonato 0,1
M pH 7,6, La columna, a 4°, se lavé con 100 rl del amortiguador y luego
se aplicé un gradiente lineal de. concentracidn entre 0,1 y 0,6 M
(1 L cada una), colectdndose fracciones de 15,5 mL,

El perfil de elucidén de la columna se muestra en la Figura 2, los

picos 1, 3 y 5 no fueron analizados ya que se supuso que correspondfan
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Figura 2, Cromatograffa del MVAPPA S en una columna de DEAE=-Se phadex
A=25,

Las condiciones de la columna se describen detalladamente en el texto,
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a2 nucledtidos remanentes, Las fracciones correspondientes a los picos
2, 4 y 0 se juntaron Y se concentraron separadamente en un evaporador
rotatorio a 30°, El amortiguador remanente fue eliminado agregando 2 a

3 volumenes de metanol y re-evaporando, Los productos se disolvieron en

agua y se analizaron en forma independiente,

Los picos 2 y 4 se identificaron como MVA y MVAP, respectivamente,
mediante cromatograffa de intercambio iénico en papel DE-81 (Eyzaguirre
y Bazaes, 1985), y por medio de andlisis enzimdticos,

Se demostrd que el pico 6 correspondfa a un éster pirofosférico del
MVA mediante la hidrélisis de una muestra de €1 en HC1 1IN por 7 minutos
en bafomarfa hirviente. Fn estas condiciones, los pirofosfatos orgédnicos
se hidrolizan totalmente al correspondiente monofosfato mds Py (Clark y
Switzer, 1977). El producto de este tratamiento fue analizado mediante
cromatograffa en papel Whatman 1 usando como sistema de desarrollo
ter-butanol : dcido férmico : agua (20 : 5 . 8) (Jabalquinto y Cardemil,
1981), E1 andlisis del cromatograma mostrd que el 100% de 1la radiacti=-
vidad co-cromatografiaba con MVAF estdndar,

La identidad del pico © como MVAPP/5S fue corroborada mediante un

andlisis de NMR, La Tabla 1 muesira los valores correspondientes a los
corrimientos qufmicos (¢ ) y constantes de acoplamiento (J) para MVAFP
y MVAPP/5S, Se puede apreciar un cambio en el corrimiento qufmico co-
rrespondiente a las resonancias de 33 de estos dos compuestos, en tanto
que el corrimiento quimico correspondiente al F, de MVAPP y de MVAPPA S
no var{é. Por otra parte estos valores se comparan razonablemente bien

con lo descrito en la literatura para ADP y ADP/3 s,
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ANALISIS DE

Tabla 1

-a
P-NMR DE LOS ACIDOS DIFOSFOMEVALONICOS

%
(ppm) (Hz)

Compuesto RK 26
MVAPP -9,97 =5,48 22,3
MVAPPA S -10,73 33,00 30,5
ADPP 10, 40 -6,20 19,5
ADPA SP -11,50 34,00 29,8

a

El andlisis de

¥y Cardemil (1985),

b

Valocres para los comple jos con magnesio,

y 0'Sullivan (1985h),

31P—NMR se realizd de acuerdo a Jabalquinto

tomado de Lee

21
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Lz cuantificacidn del andlogo azufrado del MVAPP se logrd mediante
dos métodos diferentes. En una muestra de 0,025 mlL se determind el con
tenido de fdésforo total (Ames, 1966) y se obtuvo una cantidad de 52
nmoles de fésforo. Una segunda muestra (0,025 mL) se empled como sus-
trato de 1a descarboxilasa difosfomevaldnica Y cuando la reaceidn llegd
a término (2 horas) se determinaron las cantidades de ADP y de Pi pro-
ducidas, Se encontraron 27 y 29 nmoles, respectivamente, Estos resul-
tados estan dentro de lo esperado considerando que la hidrélisis total
de un mol de MVAPP Produce dos moles de Pi.y que en la reaccidn enzimd-
tica por cada mol de MVAPP que se descarboxila se produce un mol de Pi
¥ un mol de ADP, Se obtuvo una cantidad total de 16 Mmoles de MVAPR@ S,
lo que representa un rendimiento total gde 37% con respecto al ATP&’S

Presente en el medio de incubacidn original,
H@wmﬁnymﬁﬁwdﬁde&WwR

El derivado cromado del MVAPP se prepard a partir del MVAPP usando
la técnica descrita para la preparacidn de derivados cromados de com=-
puestos inestables (Dunaway-Mariano ¥y Cleland, 1980a),

A 37 mL de MVAPP 10 mM se le agregaron 37 nlL de CrCly 10 mM a 4°,
Se ajustd el pH a 5,7 con HC1 0,5 My se agité 30 minutos a temperaturs
ambiente; luego se enfrid a 4° Yy se ajustd el pH a 2,0 con HCL C,5 M,
Se aplicd a una columna (1,3 x 12,5 cm) de Dowex=50 H (tratada como se
describié en la Preparacidn del comple jo a’-monodentado del CrATP), Ia
columna se lavdé con 200 ml, de agua hasta obtener una buena separacidn

de las dos bandas coloreadas, Ia banda inferior fue extrafda ¥y de ella
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Preparacién de materiales para cromatografia,

En la preparacién y regeneracién de las resinas se siguleron las

jnstrucciones sefialadas por los fabricantes.

c{lculo de las concentraciones del nucledtido libre, del metal libre

y del complejo metal-nucledtido.

las concentraciones de los comple jos metal-nucledtido, metal-tionu-
cledtido, del metal libre y del nucledtido libre se calcularon mediante
el programa de computacién descrito por Storer y Cornish-Bowden (1976).

las reacclones consideradas en estos cdlculos junto con los valores
de las constantes de asociacidn determinadas a 30° y a una fuerza idnica
jgual a 0,1 M, se muestran en la Tabla 2. Como no fue posible encontrar
en la literatura valores para las constantes de asociacién de ZnATP3 S-'2
y de ZnHATP/3S- se decidié usar los mismos valores que para Zn.l'i.’I‘P-2 y
ZnHATP .,

O'Sullivaﬁ y Smithers (1979) han indicado que las constantes de es-
tabilidad para MgMVAP ¥y MgMVAPP se pueden considerar las mismas que
para los complejos MgAMP y MgADP , respectivamente, En consecuencia,
en nuestros estudios para los comple jos metal-MVAFP se consideraron los
valores de las constantes de asociacidén informados para los comple jos

mnetal=ADP,
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se eluyé el CrMVAPF con anilina 0,3 M, la que se eliminé por extraccidn
con éter,

El andlisis de Cr (Postmus y King, 1955) y el de fésforo total
(Ames, 1966) revelaron la existencia de 1 mol de Cr y 2 moles de fés-
foro en el complejo.

La cuantificacién del CrMVAPP se realizé incubando una muestra del
complejo con EDTA 0,3 M a bafiomarfa hirviente por 3 minutos (Bosard y
col,, 1980); como resultado de este proceso el CrMVAPP se disocid en
MVAPF y CrEDTA, Este MVAPF fue titulado enzimdticamente mediante la

reaccidn catalizada por la descarboxilasa difosfomevaldnica,
Sfntesis de isopentenildifosfato,

El IPP fue sintetizado quimicamente mediante fosforilacidn del iso-
pentenol con fosfato de bis-trietilamonio en presencla de CClBCN (Edmond
y col., 1971).

La reaccidén de fosforilacién se detuvo agregando 50 mL de NH3 al
0,5%, luego el isopentenol no reaccionante y otros subproductos se extra
jeron con tres porciones de 80 mL cada una de éter etflico. la fraccién
acuosa se concentrd ern evaporador rotatorio a 400 y se extrajo con
n-propanocl : NHB (2 1). Con este tratamiento precipitan los fosfatos
inorgénicos, los que fueron separados por centrifugacidén a 10,000 g
durante 15 minutos. lLa separacién de los fosfatos orgdnicos se efectud
por cromatografia de intercambio iénico en DEAE-Sephadex A-25 segin lo

descrito por Rojas y col, (1983) y Pérez (1985).
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COMPLEJOS FORMADOS POR LOS COMPONENTES DE LA MEZCLA DE ENSAYO PARA

LA DESCARBOXILASA DIFOSFOMEVALONICA AL USAR ATP, ATPXS O ATPA S

EN PRESENCIA DE DIVERSOS IONES METALICOS BIVALENTES.

AT

ATPA s~

ATP g4

HATP™D
aTp~Y
arpg s
TP 57
HATP ™
-3
HATPA S

HATP 5>

-k
ATP

aTP 57
HATE ™D
HATRL S~
MVAPP™

MVAPP

ATE™
HATP™D
HVAPP™>
MyAPE™S
ATE™*
HATP™>
c1”
c1”
o1

c1”

Reaccidn

+ HY c-a
+ 1Y ema
+ H+ -
+yF i
+ Mg 2
+ Mg e
+ Mg+2‘.3

+2
+ Mg >

+ Mg ¢

+2
+ Mg 2

+ C4d +2v"‘

+2
+ Cd >

+2
+0d 3

+2
+Cd e

+
+ Mg 2(.3
+ Cd*zex

+ Mn+2‘.a

+ ¥n%ea

-+
+ Mn Zvl
+ Zn+2‘.a

+ ZI’)“‘Z\-A

+ Zl’l+2\-'x

+ Mgl
+2

+0d Sed
+ Zn+2v3

+2
+Mn >

HATE ™D

HATPA S

HATP 5>

-2
H,ATP
-2
MgATP
MgATPA S
2
MaATPL S
MgEATP
MzHATPA S~
MgHATPL §
-2
CAATP
-2
CAATPA 5
CAHATP™
CAHATPL S~
MgMVAPP
CAMVAPP
-2
MnATP
MREATP™
MnMVAPP™
ZnMVAPP
ZnaTE "2
ZnHATP
+
MgCl
+
cdc
-
2nCl

Mnc2*

Kasociacidn
(1)
L3 x 10°
L4 x 106
L5 x 10b
8,5 x 103
5,0 x 10"
1,1 x 10"
3,0 x 10b
0,2 x 102
2,8 x 102
8,7 x 10°
2,3 x IOb
8,3 x 102
7,0 x 10
2,9 x 102
1,3 x t0”
3,8 x 103
1,0 x 105
1,0 x 10°
3,0 x 10"
2,0 x 10°
6,3 x IOLL
4,0 x 10°
3.4
3,6
3,6

3,9

Referencia

Pecoraro y col,, 1984

" " L
" " "
0'Sullivan y Smithers, 1979
L] n 1]
" n "
1] " "

Hubbard y col., 1985

Sillen y Martell, 1971
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Estudios de inhibicién,

Las constantes de inhibicidn Ki y Ki se definen de acuerdo a la
siguiente ecuacién (Storer y Cornish-Bowden, 1977) :

Vs
[ i i
K 1 +=—\+ s 1+—,-')
m( Ki) ( Ky

la cual expresa la velocidad inicial v en términos de s, la concentra-

cién del sustrato variable, i, la concentracién del inhibidor y cuatro

constantes V, Km, Ki y Ki. La inhibicién tiene un componente competi-

tivo si Ki es finito y el inhibidor disminuye el valor aparente de V/Km 3

y tiene un componente incompetitivo si K; es finito y el inhibidor dis-

minuye el valor aparente de V (Storer y Cornish-Bowden, 1977).
Andlisis estadfstico de los resultados,

Para la determinacidén de las pardmetros cinéticos Km y V se usé el
programa NATO escrito por el Dr A, Cornish-Bowden (facilitado por el
Dr O. Monasterio), Este programa ajusta la ecuacidn :

Vs

+
Km s

y entrega los valores de Km + error estdndar y de V + error estdndar,
Este programa también permite analizar los datos de experimentos de

inhibicién de acuerdo a los modelos de inhibicién competitiva, incompe-

titiva y mixta, Se obtienen con este programa los valores de Ki I error

estdndar (inhibicién competitiva), K{ ¥ error estdndar (inhibicidén in-

competitiva) y de ambas constantes en caso de inhibicidn mixta,
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Estudios de pH,

En estos experimentos la actividad enzimdtica se determind mediante
el ensayo que mide el ADP, empleando en este caso un sistema amortigua-
dor compuesto por : dcido férmico, bistrispropanc y MES; la concentra-
cidén de cada uno de ellos en el medio de reaccidén fue de 35 mM. E1 pH
de estos amortiguadores, entre 5,0 y 8,1, se ajusté con HC1l o KOH. A
valores de pH menores de 6 ﬁay un cambio no enzimftico en la absorbancia
debido a la descomposicidn del NADH, y esta velocidad enzimftica (cuyo
valor mdximo correspondid al 12% de la velocidad de la reaccidn catali-
zada por la descarboxilasa difosfomevaldnica) se restd de la velocidad
obtenida en presencia de la enzima,

los pardmetros cinéticos v, V/Km y Ki' se determinaron a los distin-
tos valores de pH y las curvas se ajustaron a los valores experimentales

de acuerdo a las ecuaciones 1 o 2 con los programas de Cleland (1979b).

logy = log ( 1 +ch/H ) (1)
= o ¢ 2
log y log ( ET— Kb/H > (2)

donde y corresponde a V, V/Km o 1/Ki’ c es el valor independiente del
PH del pardmetro y, Ka y Kb son las constantes de disociacidn de los
grupos que se lionizan y H es la concentracidn de protones,

El programa entrega los valores de Ka y de Kb Y sus correspondientes
errores estdndares. El andlisis de los datos de acuerdo a este programa

fue efectuado por el Dr W.W. Cleland.
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Especificidad del nucledtido en la reaccidn enzimdtica.

La determinacidén de las constantes cinéticas aparentes para los
diversos nucledtidos se llevé a cabo usando el ensayo espectrofoto-
métrico que mide el ADP y que también permite medir otros nucledsido-
difosfatos, Las concentraciones de los diversos nucledsido-trifosfa-
tos se variaron entre 0,5 a 4 veces K , mientras que la concentracién
del MgCl, se mantuvo siempre 1 mM sobre la concentracidn del nucledtido.
De este modo se asegurd que la proporcidn del nucledtido presente como

MgNTP-2 fuera alta y aproximadamente constante (Storer y Cornish-Bowden,

1976).

Efecto de los metales bivalentes.

- -
El efecto de la concentracidn de Mg+2, Mn+2, Cd ¢ Yy Zn 2 se deter-

miné variando las concentraciones de estos metales entre 0 y 10 mM a

una concentracidn constante del ATP de 1 mM, En este caso, se usd el
+2

ensayo que mide el Pi’ ya que la quinasa pirdvica requiere de Mg o

+2
Mn para su actividad, y esto imposibilita el uso del ensayo espectro-

fotométrico que mide el ADP,
Determinacidén de las constantes cinéticas para los comple jos metal=-ATP,

En estos experimentos la concentracién del Mg+2 se mantuvo siempre
1 mM sobre la concentracidn del ATPy las concentraciones del Cd+2 y del
+2
Mn — fueron equimolares con la concentracién del ATP; la concentracidn

+2
del Zn  fue el 75% de la concentracidn del ATP,




Comple jos de CrATP como sustratos,

Tanto el complejo Y-monodentado como el complejo /j,x-bidentado
de CrATP se probaron como sustratos usando el ensayo espectrofotométri
co que mide la produccidén del ADPy en este caso se usé amortiguador MES
100 mM pH 6,0 con el objeto de evitar la hidrélisis de estos compuestos

a Cr’ y ATP (Dunaway-Mariano y Cleland, 1980b),
Complejos de CrATP como inhibidores,

Para estudiar el efecto de ambos complejos de CrATP como inhibido-
res, los experimentos se realizaron en amortiguador MES 100 mM pH 6,0,
manteniendo el resto de las condiciones del ensayo espectrofotométrico

que mide el ADP, excepto que la concentracidén del ATP fue 1 mM y la de

MgClZ fue 2 mM,
Andlogos azufrados del ATP como sustratos,

Los diasteredmeros del ATPAS y del ATPAS se probaron como sustra
tos de la descarboxilasa difosfomevaldnica usando el ensayo que mide el
P; producido en la reaccién y no el método espectrofotoméirico que mide
la produccidn del ADP, pues en este dltimo se genera constantemente ATF
debido a la presencia de las enzimas auxiliares.

El volumen del medio de incubacién en estos experimentos fue dismi-

nuido a 0,1 mL y la reaccidén se detuvo luego del tiempo adecuado con 0,1

mL de EDTA O,1 M pH 7,0, Debido a las bajas velocidades de reaccién ob~-
tenidas con estos andlogos, la concentracién de enzima fue mayor que la

usada en los experimentos con ATP (2,5 a 10 veces para ATPKS y 25 a 70
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veces para ATPAS). En experimentos preliminares se comprobd que la

concentracién de producto variaba linealmente con respecto al tiempo
y a la concentracidén de protefinas en el ensayo, La concentracién del
Mg+2 se mantuvo siempre 1 mM sobre la concentracién del nucleétido,
Mientras que la concentracién del ca*2 fue equimolar con la concentra=-
cién del nuclebtido y la concentracidn del Zn+2 fue el 75% de 1la concen
tracién del correspondiente andlogo azufrado del ATP.

Para la determinacidén de los valores de las constantes cinéticas
aparentes, la concentracién del respectivo complejo (me'l:a.l-nucletS'lcido)-'2

se varlié entre 0,5 a 4 veces Knm,
Andlogos azufrados del ATP como inhibidores,

Para estudiar el efecto de los andlogos azufrados del ATP como inhi
bidores, los experimentos se realizaron mediante el ensayo espectrofoto-
métrico que mide el ADP, La concentracidén del Mg+2 fue 1 nM sobre las

concentraciones del ATP y del correspondiente tionucledtido,
Inactivacidén de la enzima por tionucledtidos,

La reaccidén de inactivacidén se efectud incubando la descarboxilasa
difosfomevalénica con los diversos tionucledtidos, en un bafio a 30° en
amortiguador Tris-HCl1 100 mM pH 7,0, A tiempos adecuados se tomaron
alfcuotas de 0,010 mL para el ensayo inmediato de actividad mediante
el método espectrofotométrico que mide el ADP, El control consistid en
otra muesira de enzima a la cual se agregd el mismo volumen de agua en

lugar del tionucleétido, El efecto de la concentracidn del reactivo se
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determiné incubando la enzima con concentraciones del (RP)ATP/BS que

variaron desde 0,34 a 2,0 mM,

Efecto protector de los sustratos y del DTT en la reaccidn de inacti-

vacidn,

El efecto protector del MVAPP, del ATP y del DTT en la reaccién
de inactivacién se probé agregando el (RP)AETvgs a la enzima preincu-

bada con uno u otro sustrato o con el DTT,
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RESULTADOS,

EFECTOS DEL NUCLEOTIDO Y DEL METAL BIVALENTE SOBRE LA ACTIVIDAD.

El andlisis cinético de las enzimas que catalizan reacciones donde
participan iones metdlicos y nucledtidos se complica debido a la multi-
Plicidad de especies que pueden unirse a la enzima, En la mayorfa de
estos casos el sustrato es el complejo metal-nucledtido, y tanto el me-
tal 1ibre como el nucledtido libre pueden ejercer efectos inhibidores
o activadores. Cabe recordar que la concentracién de estas tres especies
no puede variarse independientemente debido al equilibrio existente entre
el complejo metal-nucleétido, el metal libre y el nucledtido libre,

Para estudiar las posibles interacciones de los iones metdlicos bi-
valentes y del ATP con la descarboxilasa difosfomevaldnica se usé el
método de London y Steck (1969). Este método consiste en efectuar expe-
rimentos en los cuales la concentracidn del MgCl, se mantiene fija y se
observa como varia la actividad enzimdtica al cambiar la concentracidn

del ATP, y viceversa.
+2
Efectos del ATP y del Mg .

En el experimento de la Figura 3A, se midié la velocidad de la reaccidn
catalizada por la descarboxilasa difosfomevaldnica a dos concentraciones
fijas del ATP, en tanto que la concentracidén del MgCl, se varié entre
O y 10 mM, Se aprecia que para cada concentracidén del ATP 1la actividad
enzimdtica alcanzé un mdximo el cual se mantuvo, Ia Figura 3B muestra

las concentraciones calculadas de las diferentes especlies en los ensayos
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con ATP 1 mMy en ella se aprecia que cuando la concentracidn del MgCl2

se varia entre 1 y 8 mM, la concentracién del complejo MgA‘I‘P-.2 se man-
tiene consiante y se produce un aumento en la concentracién del Mg+2.

Cabe hacer notar que el mismo patrén se observd con ATP 0,25 mM pero
estos datos se omitieron para mayor claridad. Si suponemos que al

igual que lo informado para la mayoria de las fosfotransferasas (Morrison,
1979), el sustrato de la descarboxilasa es el complejo metal-nucledtido
(1o cual se analizard a continuacidén); los resultados de la Figura 3 nos
indicarfan que el Mg+2 libre no es un inhibidor de la enzima,

En forma andloga se midid la actividad de la descarboxilasa difos-
fomevaldnica a dos concentraciones fijas del MgClz, en tante que la con-
centracién del ATP se aumentd de 0 a 12,5 mM, Ia Figura 4A muestra que
para cada concentracién del MgCl, la actividad enzimdtica aumentd sin
llegar a alcanzar un mdximo., El andlisis de las concentraciones calcu-
ladas de las especies libres correspondientes al experimento con Mg012
2 mM se muestra en la Figura 4By en ella se observa que cuando la con-
centracién del ATP se varia entre 2 y 12,5 mM, la concentracién del
comple jo MgA.TP.2 se mantiene constante y se produce un aumento en las
concentraciones del ATP-4 y del HATP-B. Se puede apreciar que aun cuando
la concentracidn del I"IgATP-2 es constante la actividad enzimdtica con-

tinda aumentando, lo que sugiere que el ATP libre (A‘I’P‘LL ) HATP—B)

estarfa actuando como un activador,
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Figura 3, Efecto de la concentracidn del MgCl2 sobre la actividad de 1la

descarboxilasa difosfomevaldnica,

A, El1 medio de incubacién contenfa en un volumen de 0,5 mL : amortiguador

Tris-HC1 0,1 M pH 7,0, MVAPP 0,3 mM, descarboxilasa difosfomevaldnica 9,5

mU (act, esp. 3,5 U/mg de protefna), ATP 1 mM (e) 0 0,25 mM (o). La velo-

cidad se expresa como umoles de MVAPP descarboxilados por minuto por mg

de proteina,

B, Concentracién de especies libres para el experimento con ATP i mM ob-

tenidas por computacién seguin lo indicado en Materiales y Métodos, Donde :

-4 - - -
a, ATF 'y b, HATF ™, o, MgATF™2, d, Mg
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Figura 4, Efecto de la concentracidn del ATP sobre la actividad de la

descarboxilasa difosfomevaldnica,

A, El medio de reaccidn contenfa en un volumen de 0,5 mL : amortiguador
Tris-HC1 0,1 M pH 7,0, MVAPP 0,3 mM, descarboxilasa difosfomevaldnica
9,5 mU (act. esp, 3,5 U/mg de protefna), MgCl, 2 mM (8) o 0,5 mM (o),
La velocidad se expresa en umoles de MVAPP descarboxilados por minuto
por mg de proteina.

B, Concentracidén de especies libres para el experimento con Mg012 2 mM

obtenidas por computacién de acuerdo a lo indicado en Materiales y Méto-
+2

dos, Donde : a, ATP"L’, b, HATP >, e, MgATP‘Z, d, Mg
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En el experimento de la Figura 5A se midid la actividad de la enzima
en condiciones en las cuales se variaron tanto las concentraciones del
ATP como las del MgCl,. En la Figura 5B se muestra el andlisis de las
concentraciones calculadas de las especies en esos ensayos, donde se
aprecia que la concentracidén del Mg+2 se mantiene constante y la concen-
tracidn del MgATP’Z va en aumento, En este caso la curva de saturacidn
se relaciona estrechamente con la variacién de la concentracidn del
MgATP.z, confirmando de este modo que a pH 7,0 el verdadero sustrato de

-2
la descarboxilasa difosfomevaldénica es el MgATP

Estudios de pH,

Se ha demostrado que la actividad de la descarboxilasa difosfomeva-
1énica de higado de pollo no varfa en el intervalo de PH comprendido
entre 4,0 y 7,0 (Alvear y col., 1982). Si se considera que a pH 4,0
solo el 3% del ATP total estd presente como MgATP-2 en tanto que el 48%
corresponde a NgHATP ,.el 27% a HATF * y el 22§ a H,ATF™ (Storer y
Cornish-Bowden, 1976), los resultados de Alvear y col, (1982) podrian
sugerir que también fuese sustrato el complejo MgHATP .

Una forma de encarar este problema consiste en efectuar determina-
ciones de Km y V a distintos valores de pH, tal como lo realizado por
Viola y Cleland (1978) para la hexoquinasa de levadura, Estos autores
analizaron la grdfica del log de V/K'mATP en funcidén del pH y el hecho
de que en esta representacién no aparezca el pK del MgATP.2 se tomé como

una indicacidén de que la enzima utiliza como sustrato tanto al MgHATP

como al MgATP-z. -
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Figura 5. Efecto de la concentracidn del ATP y del Mg012 sobre 1la

actividad de la descarboxilasa difosfomevaldnica,

A, El medio de reaccién contenfa en un volumen dé 0,5 mL : amortiguador
Tris-HC1 0,1 M pH 7,0, MVAPP 0,3 mM, descarboxilasa difosfo-
mevaldnica 9,5 mU (act, esp. 3,5 U/me de protefna), La concentracidn
del Mg012 se mantuvo siempre 1 mM sobre la concentracidn del ATP, La
velocidad se expresa en pmoles de MVAPP descarboxilados por minuto por
mg de protefna,

B. Concentracién de especies libres obtenidas por computacidén de acuerdo

a lo indicado en Materiales y Métodos, Donde ; e, MgATP-Z; d, Mg+2
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Para determinar si MgHATP- es también un sustrato de la descarboxi-
lasa difosfomevaldnica se empled la aproximacidén de Viols y Cleland
(1978), y para ello se estudid el efecto del pH sobre la reaccidn
variando la concentracién del ATP a niveles fijos saturantes del MVAPP,
Los resultados de la Figura 6, indican que el efecto del PH sobre V
difiere considerablemente del efecto sobre V/Kh; mientras que la grdfica
del log V en funcidén del pH casi no varfa en el intervalo de pH de 4,5
a 8,05, la grédfica del log V/Km en funcidn del pH presenta forma de
campana como resultado de la pérdida de actividad tanto a valores de pH
altos como a valores bajos, El andlisis de los datos de la representacién
del log V/Km en funcién del pH, de acuerdo a la ecuacidn 2 indicada en
Materiales y Métodos, indicé un valor de PK, de 5,70 40,12 y un valor
de pKp de 6,52 = 0,12,

Para determinar si los grupos que se ionizan observados en la grdfica
del log V/Km en funcidn del pH corresponden a la enzima o gl sustrato,
se examind la dependencia con respecto al pH del valor de K; para el
ATPQ/S, compuesto gue es un inhibidor competitivo con respecto al ATP
“(ver Figura 13). Ios resultados de este experimento se muestran en la
Figu;a 7, donde se observa una caida en 1a actividad en el lado bdsico
con un valor de PKp de 6,54 Z 0,10 (calculado empleando la ecuacién 1
indicada en Materiales y Métodos). En contraste con lo observado en 1la
representacidn del log V/Km en funcidn del pH el valor de pKA de 5,70

no se observa en la representacién del ~log Ki en funcidén del pH.




39

log V/Km (0)
— N
| |
o
log V (@)

/ /

A

Figura 6, ‘Efecto del pH sobre V y V/KmATP en la reaccidn catalizada
por la descarboxilasa difosfomevaldnica.

Los valores representados son los obtenidos experimentalmente y las

1fneas continuas representan el mejor ajuste a la ecuacidn 2 indicada

en Materiales y Métodos,




-log K;
T

Figura 7. Efecto del pH sobre Ky para ATPB’S.
Los valores representados son los obtenidos experimentalmente y 1la
1fnea continua representa el mejor ajuste a la ecuacion i indicada

en Materiales y Métodos. Ias unidades para K; son mM,
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Estos resultados nos llevan a concluir que el pKA de 5,7 corresponde al
PK del complejo MgATTrZ. Por consiguiente, y empleando el mismo razona-
miento de Viola y Cleland (1978), nuestros resultados indican que el

MgHATP- no es sustrato de la enzima.
Especlificidad de la activacién por el nucledtido libre,

Para determinar si el efecto activador del ATP libre observado en
la Figura 4A es producido por otros nucledsido-trifosfatos se determind
primeramente la especificidad como sustratos de estos compuestos, En
la Tabla 3 se resumen los resultados obtenidos a partir de experimentos
en los que se determinaron las constantes cinéticas, K, ¥ V, de diversos
nucledsido-trifosfatos ( dATP, CTP, UTP, ITP y ATP), usados en forma
de complejo Mg-nucledtido., Los resultados indican que existen requeri-
mientos estructurales bastante restringidos para el nucledtido, ya que
cualguier cambio en su base nitrogenada disminuye la capacidad de la
‘enzima para utilizarlo como sustrato, Es de interds hacer notar el caso
del ITP, compuesto que no presenté actividad detectable como sustrato
¥ tampoco actud cbmo inhibidor, indicando de este modo que no se une a
la enzima,

En un experimento en el que se midid la actividad de la descarboxi-

lasa difosfomevaldnica a una concentracidn fija del MgCl, de 1 mM,

2
mientras que la concentracién del dATP se aumentd de 0 a 10 mM, no
se encontrd una activacidn significativa con el exceso de este compuesto

lo que sugiere que la activacién por el nucledtido libre es especifica

para el ATP,
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Tabla 3

a
CONSTANTES CINETICAS APARENTES PARA NUCLEOTIDOS,

Nucledtido K v V/K
m m
(mM) umoles mL
(min por mg de proteina) (min por mg de proteina)
+ +
ATP 0,20 ¥ 0,01 6,09 = 0,20 30,5 - 2,5
+ +
dATP 0,26 ¥ 0,03 4,20 = 0,15 16,2 = 2,4
+
UTP 0,02 < 0,003 0,10 ¥ 0,01 5,0 = 1,3
+ + +
GTP 0,05 % 0,02 0,12 = 0,01 2,4 = 0,5
+ \
cTP 0,60 = 0,07 0,36 = 0,02 0,6 < 0,1
b
ITP — — —
a

Determinadas por medio del método espectrofotométrico que mide los

nucledsido-difosfatos liberados en la reaccidn, segin lo indicado en
Materiales y Métodos,

b
Este compuesto no presentd actividad como sustrato,
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Por otra parte, el efecto activador del ATP libre detectado prime-

ramente a pH 7,0 se observé también a pH 5,2 y 8,2, indicando de este
modo gque tanto HATP-3 (especiec predominante a pH 5,2) como ATP-u (dnica

especie a pH 8,2) son responsables de este efecto,
Especificidad del metal sobre la actividad enzimdtica,

Se ha demostrado que la descarboxilasa difosfomevaldnica de dife-
rentes organismos presenta un requerimiento absoluto de cationes metd-
licos bivalentes, siendo los me jores Mg+2 y Mn+2 (Alvear y col,, 1982),

En el experimento de la Figura 8, se determind la actividad enzi-
mdtica a una concentracién fija del ATP de 1 mM, en tanto que las con-
centraciones de MnClZ, CdCly, 4nCl, y Mg012 se aumentaron de 0 a 10 mM,
Se puede apreciar que con MnClZ, CdCl2 y ZnCl2 la actividad enzimdtica
aumentd hasta un mdximo y luego disminuyd, a diferencia de lo encontrado
con MgClz. Estos resultados indican un efecto inhibidor sobre la acti-

+2 +2
*2 Jibre, €3 libre y Mn'© libre,

vidad enzimdtica de Zn
Una vez que se determindé el efecto sobre la actividad enzimdtica de
los diferentes iones metdlicos se procedidé a evaluar la especificidad
del metal en la reaccidn catalizada por la descarpvoxilasa difosfomevald-
nica, y para esto se determinaron las constantes cinéticas aparentes
para los complejos MgATP-Z, MnATP-Z, CdATP-2 y ZnATP-Z en condiciones
en las cuales la concentracidén del respectivo metal libre no inhibiera,
Los resultados de este experimento se muestran en la Tabla 4, donde se
puede apreciar que el mejor sustrato es el complejo erATP-2 seguido

por el CdATP.z,
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ACTIVIDAD RELATIVA
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[CATION] , mM.

Figura 8., Efecto de diversos cationes metédlicos bivalentes sobre 1la
actividad de la descarboxilasa difosfomevaldnica,

La actividad enzimdtica se determind mediante el ensayo que mide el Pi

segin lo indicado en Materiales y Métodos excepto que la concentracidn

del ATP fue 1 mM y que los iones metdlicos usados fueron Mg+2 (o),

+ + +
Mn 2 (o), Ca 2 (&) y 2n - (M), La actividad es relativa a la velocidad

' . +2
maxima con Mg
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Tabla 4

a
CONSTANTES CINETICAS APARENTES PARA COMPLEJOS METAL-ATP,

. b
Comple jo K v V/Km
(mM) pJmoles [ mL
(min por mg de proteina/\min por mg de protefna
-2 + +
MnATP 0,03 ¥ 0,002 7,30 + 0,10 243,3 19,6
- +
CAATP 2 0,05 = 0,01 4,50 < 0,10 90,0 ¥ 20,0
_D + + +
MgATP 0,18 = 0,01 7,20 = 0,20 40,0 - 3,3
- + +
ZnATP™? 1,05 = 0,05 5,11 < 0,10 3,9 = 0,3

a
Determinadas por medio del método que mide el P; liberado en la reaccidn,

seglin se describe en Materiales y Métodos,

b -2
La concentracidn de los respectivos complejos metal=ATP se calculd

usando el programa de computacidn descrito por Storer y Cornish~Bowden

(1976),
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Dado que tanto el Cd+2 como el Zn+2 se unen fuertemente a ditioles
Yy como se ha informado la presencia de al menos un grupo ditiol vecino
en la descarboxilasa difosfomevalénica (Alvear y col., 1986), se decidid
efectuar experimentos de inactivacidn por el Cd+2 y por el Zn*2 de la
enzima, La Figura 9 muestra que ambos iones son capaces de inactivar
irreversiblemente a la descarboxilasa de hfgado de pollo, observdndose
que el Cd+2, a una concentracién de 0,05 mM, produce una inactivacidn
del 80% en tanto que la inactivacidén por el Zn+2 se produce a concentra
clones mayores, Estos resultados estan de acuerdo con estudios realiza-
dos en compuestos modelos en los cuales se ha demostrado que el Cd+2 se
une a los ditioles con una afinidad dos drdenes de magnitud mayor que

+
la del Zn2 (lolkema y col., 1986).
MECANISMO CINETICO.

Estudios cinéticos en velocidad inicial realizados con anterioridad
a esta tesis (Alvear y col., 1982), indicaron un mecanismo en secuencia
de acuerdo a la terminologfa de Cleland (1970). La adicidn en secuencia
de ambos sustratos fue confirmada en este trabajo ai estudiar la velo-
cidad de reaccidén en funcidén del inverso de la concentracidn de cualquiers
de los sustratos, variando el MVAPP ¥y el ATP en una razén constante

(Gareés y Cleland, 1969; Tsopanakis y Herries, 1975),

-
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Figura 9. Inactivacidn de la descarboxilasa difosfomevaldnica por
Cd+2 Y por Zn+2.

La reaccién se efectud incubando la enzima (64 mU; act, esp. 5,6 U/mg

de protefna) a 30° en presencia de : 0,05 mM ca®? (4), 0,05 mM i T

(o), 1,0 mM Zn+2 (o) y control (B); en amortiguador Tris-HC1 0,1 M

PH 7,0, A los tiempos indicados en la figura, se tomaron alfcuotas de

0,010 mL para el ensayo de la enzima por medio del ensayo espectro-

fotométrico que mide el ADP,




Para un mecanismo en secuencia se deberfa obtener una pardbola segin
la siguiente ecuacidn :
v =K KA/N + (K +x) 1+ v
Para un mecanismo ping-pong se deberfa obtener una lfnea recta de
acuerdo a la siguiente ecuacidn .
ifv = (x, + be) 1/ + 1fv
para ambas ecuaciones x = A/B
Cabe hacer notar que también se obtendra una 1fnea recta para un
mecanismo en secuencia en el cual la constante de disociacidén del primer
sustrato sea despreciable respecto a A ¥y Ka'
En el caso de la descarboxilasa difosfomevaldnica se obtuvo una
relacidn parabdlica entre el reciproco de la velocidad Y el reciproco
de la concentracién del ATP, cuando el ATP y el MVAPP se variaron en una

razén de 15 : 1 (Figura 10),
Inhibicién por andlogos de los sustratos,

Con el objeto de distinguir entre un mecanismo en secuencia al azar
Y un mecanismo en secuencia ordenada se empied el enfoque propuesto por
Fromm (1979)., E1 cual requiere la disponibilidad de un inhibidor com-
petitivo para cada sustrato. Estos inhibidores deben ser del tipo de
punto muerto, es decir aquellos que sin ser sustratos o Productos de 1la
reaccidn, son capaces de formar comple jos reversibles con una o mds
formas de la enzima, BEstos comple jos se denominan abortivos, ya que no
Participan en la reaccidn ¥y solo pueden disociarse en E' + I, donde E’
representa cualquier forma de 1la enzima’'e I representa al inhibidor (Clg

land, 1970).

U cd
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Figura 10, Grdfica de dobles reciprocos para la descarboxilasa difosfo
mevaldnica donde las concentraciones de ATP y MVAPP se
variaron en una razdn constante.

La actividad se determind a través del método que mide el ADP segin se

indica en Materiales y Métodos. la razdn entre 1a concentracidn del ATP

y del MVAPP fue 15,0, El intervalo de concentracidn del ATP usado fue

0,15-3,0 mM, la concentracidn del MgCl, se mantuvo 1 mM sobre la con-

centracidén del ATP, La velocidad se expresa como umoles de MVAPP des-

carboxilados por minuto por mg de proteina.
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En la Tabla 5 se muestra el tipo de inhibicidn predicha por Fromm

(1979) para inhibidores de punto muerto para mecanismos con dos sustratos,
Inhibicién por MVAP,

Se estudié el efecto inhibidor del MVAP usando MVAPP como sustrato
variable, a una concentracién fija del ATP de 0,3 mM, ILa Figura 11 muestra
los resultados de este experimento al graficar los datos de acuerdo a 1la
ecuacién de Hanes (1932), Los datos de este experimento se procesaron
suponiendo inhibicién competitiva e inhibicidn mixta con el programa NATO,
El andlisis de los resultados obtenidos indicd una inhibicién competitiva
con un valor de K; de 6,03 i3 0,28 mM,

La Figura 12 muestra los resultados obtenidos al estudiar el efecto
inhibidor del MVAP usando ATP como sustrato variable, a una concentracidén
fija del MVAPP de 0,023 mM, E1 andlisis de los resultados, provenientes
de procesar los datos al igual que lo indicado anteriormente, indicd una
inhibicidn mixta con un valor de Ki de 4,39 I 0,39 mM y un valor d? K& de
20,27 2 8,66 mi.

Debido a que el MVAP se comporta frente al ATP como un inhibidor

mixto en el cual hay un fuerte predominio de uno de sus componentes (cql

petitivo) se decidid estudiar otros compuestos andlogos del MVAPP,
Estudios con CrMVAPP,

El derivado cromado del MVAPP a una concentracidén de 1 mM no actud
como inhibidor ni tampoco como sustrato de la reaccidén, Estos hechos nos

indican que este compuesto no se une al 'sitio activo de 1a enzima,
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Tabla 5

PATRONES DE INHIBICION PARA MECANISMOS CINETICOS EN

SISTEMAS DE DOS SUSTRATOS®

Mecanismo Inhibidor competitivo Inhibicidén
para sustrato respecto a
A B

b
Al azar A c M
B M c
Ordenado A C M
B IcC c

Adaptado de Fromm (1979).

b
C, inhibicidn competitiva; M, inhibicidn mixtay IC, inhibicidn

incompetitiva,
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Figura 11, Grdfica de Hanes-Woolf para la inhibicidn de la descarboxilasa

difosfomevaldnica por MVAP cuando MVAPP es el sustrato variable,.
La actividad enzimdtica se determind mediante el ensayo que mide el ADP
segin se indica en Materiales y Métodos. ILa concentracidén del ATP fue
0,3 mM y las concentraciones del MVAP fueron : ¢, OmMy o, 4,1 nM y 4,
8,2 mM, La concentracidn del MgCl, se mantuvo 1 mM sobre la concentracidn
del ATP, lLa velocidad se expresa como umoles de MVAPP descarboxilados
por minuto por mg de protefna. ILos s¥mbolos corresponden a los valores

experimentales y las rectas a los valores tedricos entregados por el

programa de computacidn.
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Figura 12, Grdfica de Hanes-Woolf para la inhibicidn de la descarboxilasa
difosfomevaldnica por MVAP cuando ATP es el sustrato variable,

La actividad enzimdtica se determind como se indica en la Figura 11, I1a

concentracién del MVAPP fue 0,023 mM y las concentraciones del MVAP fueron .

®, OmMy o, 2,46 mM y &,8,2 mM. La concentracidn del MgCl, se mantuvo

1 mM sobre la concentracién del ATP, ILa velocidad se expresa como umoles

de MVAPP descarboxilados por minuto por mg de proteina, Los simbolos co-

rresponden a los valores experimentales y las rectas a los valores tedricos

entregados por el programa de computacidn,
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Estudios con MVAPP/3S.

En vista de los resultados comentados anteriormente se decidid
sintetizar un compuesto en el cual se modificara el grupo difosfato del
MVAPP. AsY, se sintetizé el andlogo azufrado del MVAPP, en el gque se
reemplaza un oxIgeno por un azufre en el fosforilo /3 del MVAPP,

Este compuesto resultd ser un sustrato de la enzima, comec se mues-
tra en la Tabla 6. La comparacidn de las razones V/Km para MVAPP y
MVAPPA 8 indicd que la descarboxilasa difosfomevaldnica muestra una
preferencia de 34 : 1 para su sustrato normal. Este compuesto al ser
un mal sustrato debiera actuar como inhibidor, pero esto no se pudo
probar ya que éste produjo interferencias con las enzimas auxiliares
en el ensayo que mide el ADP, Cabe hacer notar que el ensayo que mide
el Pi no puede ser usado para determinar las constantes cinéticas del
MVAPP debido a problemas técnicos al usar concentraciones entre 0,01

y 0,04 mM del MVAPP,
Inhibicidén por ATPA’S.

ATPg;S es un andlogo del ATP en el cual uno de los oxIgenos libres
del fosforilo 3’ es reemplazado por azufre, En la Figura 13 se muestra
el efecto inhibidor del ATPz’S con respecto al ATP, & una concentra-
cién fija del MVAPP, Los datos de este experimento se procesaron supo-
niendo inhibicién competitiva e inhibicidn mixta con el programa NATO,

El andlisis de los resultados obtenidos indied una inhibicidén competitiva

con un valor de K, de 0,09 = 0,01 mH,

port)
E
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Tabla 6

CONSTANTES CINETICAS APARENTES PARA MVAPP Y MVAPP/bS

Sustrato K, v /K,
(mM) pumoles mL
min por mg de protefng \min por mg de proteina
+ + +
MVAPP 0,013 2 0,002 3,69 = 0,04 283,8 = 46,7
+
MVAPPAS 0,140 = 0,010 1,18 = 0,06 8,63 1,0

Las constantes cinéticas para MVAPP se determinaron mediante el
método espectrofotométrico que mide el ADP seguin lo indicado en
Materiales y Métodos, las concentraciones del MVAPP se variaron
entre 0,01 y 0,04 mM, Los pardmetros cinéticos para MVAPPS3 S

se determinaron mediante el método que mide el Pi segun lo indi=-

cado en Materiales y Métodos, las concentraciones del MVAPPA S

se variaron entre 0,04 y 0,22 mM,
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Figura 13, Grdfica de Hanes-Woolf para la inhibicidn de 1g descarboxilasa
difosfomevaldnica por ATP)/S cuando ATF es el sustrato variable,

La actividad enzimdtica se determind mediante el ensayo que mide el ADP

segin se indica en Materiales y Métodos. La concentracidn del MVAPP fue

0,05 mM y las concentraciones del ATPY'S fueron : e, 0 mMy o, 0,06 mM;

4, 0,119 nMy A, 0,179 nM; B | 0,239 mM. La concentracidn del MgCl, se

mantuvo 1 mM sobre las concentraciones del ATP y del ATPb’S. La veloci~

dad se expresa como pmoles de MVAPP descarboxilados por minuto por

mg de proteina, Los s¥mbolos corresponden a los valores experimentales

y las rectas a los valores tedricos entregados por el programa de compu-

tacidn,
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La Figura 14 muestra los resultados obtenidos al estudiar el efecto
inhibidor del ATPX’S usando MVAPP como sustrato variable, a una concen
tracién fija del ATP: El andlisis de los resultados provenientes de
procesar los datos suponiendo inhibicidn incompetitiva e inhibicidn mixta,

+
indicé una inhibicién incompetitiva con un valor de K: de 0,65 - 0,04 mM,
Inhibicidén por AMP-PCP,

En este andlogo del ATP se ha reemplazado al puente de oxigeno -
entre el fosforilof y el fosforilo X'del ATP por un grupo metileno, ILa
Figura 15 muestra los resultados obtenidos al estudiar el efecto inhibi-
dor del AMP-PCP usando ATP como sustrato variable, a una concentracién
fija del MVAPP de 0,023 mM. El andlisis de los resultados, provenientes
de procesar los datos al igual que lo indicado para el ATP)’S, indicé
una inhibicidn competitiva con un valor de Ki de 14,01 j'1,99 mM,

La Figura 16 muestra los resultados obtenidos al estudiar el efecto
inhibidor del AMP-PCP usando MVAPP como sustrato variable, a una concen-
tracién fija del ATP de 0,3 mM. El andlisis de los resultados, provenientes
de procesar los datos suponiendo inhibicidn incompetitiva e inhibicidn
mixta, indicd una inhibicidn incompetitiva con un valor de Ki de 5,22 k)
0,38 mM,

Al comparar los resultados de los experimentos de inhibicién por
andlogos del MVAPP ¥ del ATP con el tipo de inhibicidn predicha por Fromm
(1979) para inhibidores de punto muerto Para mecanismos birreactantes
(Tabla 5), queda claro que los datos indican un mecanismo en secuencia

ordenada, en el cual el ATP es el segundo sustrato que se une a la enzima,

~tr
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Figura 14, Grdfica de Hanes-Woolf para la inhibicidn de la descarboxilasa
difosfomevaldnica por ATFLYS cuando MVAPP es el sustrato
variable,

La actividad enzimdtica se determind como se indica en la Figura 13, La

concentracidn del ATP fue 1 mM y las concentraciones del ATPb/S fueron

e, O mMy o, 0,179 mM; &, 0,296 mM y A y 0,447 mM, La concentracidn del

MgCl2 se mantuvo 1 mM sobre las concentraciones del ATP y del ATPJ’S.

La velocidad se expresa como umoles de MVAPP descarboxilados Por min,

por mg de protefna,
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Figura 15, Grdfica de Hanes-Woolf para la inhibicidn de la descarboxilasa

difosfomevaldnica por AMP-PCF cuando ATP es el sustrato

La actividad enzimdtica se determind segun lo indicado en 1la Figura 13,
La concentracidn del MVAPF fue 0,023 mM y las concentraciones del AMF-PCF
fueron ; e, O mM; o, 1,95 mM y A, 3,9 mM, La concentracidn del MgCl,

se mantuvo 1 mM sobre las concentraciones del ATP y del AMP-PCP, La
velocidad se expresa como /umoles de MVAPP descarboxilados por minuto

Por mg de proteina. Los sfmbolos corresponden a los valores experimen-
tales y las rectas a los valores tedricos entregados por el programa de

computacidn,
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Figura 16, Grdfica de Hanes-Woolf para la inhibicidn de la descarboxilasa
difosfomevaldnica por AMP-PCP cuando MVAPP es el sustrato
variable,

La actividad enzimdtica se determind de acuerdo a lo indicado en 1a

Figura 13. La concentracidn del ATP fue 0,3 mM y las concentraciones

del AMP-PCP fueron : e, O mM;, ©, 2,38 mM y A, 4,75 mM, la concentracidn

del MgCl2 se mantuvo 1 mM sobre las concentraciones del ATP y del AMP-PCP,

La velocidad se expresa como umoles de MVAPP descarboxilados por minuto
Y por mg de proteina. Los sfmbolos corresponden a los valores experimen=-
tales y las rectas a los valores tedricos entregados por el Programa de

computacidn,
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Inhibicidén por los productos de la reaccidn.

Para conocer el orden de salida de los productos de la reaccidn
catalizada por la descarboxilasa difosfomevalénica de higado de pollo

se efectuaron estudios de inhibicidn por los productos de la reaccidn,
Inhibicién por IFP,

Al estudiar el efecto de la inhibicidn del IPP usando ATP como
sustrato variable, a una concentracién fija del MVAPP de 0,023 mM, se
obtuvo una inhibicién mixta (Figura 17). la grdfica secundaria de las
intersecciones en funcidn de la concentracidn del inhibidor resulid
parabdlica, esfe resultado impidid procesar los datos con el programa
NATO ya que éste solo es aplicable a inhibiciones lineales., Ia grafica
secundaria de las pendientes en funcidn de la concentracidn del IPP
fue lineal determindndose un valor de Ki de 5,34 iy 0,68 mM,

Al realizar experimentos de inhibicidn por IPP, usando ahcra el
MVAPP como sustrato variable y manteniendo fija la concentracidn del ATP‘
en 0,3 mM, se obtuvo también una inhibicidn mixta (Figura 18). Ia gri-
fica secundaria de las pendientes en funcidn de 1a concentracidn del IPP
fue lineal y de ella se determind un valor de K{ de 7,56 ::1,00 mM,
la grafica secundaria de las intersecciones en funcién de la concentra-
cién del inhibidor fue parabdlica.

Esta inhibicién parabdlica se puede deber a la unidn de a lo menos
dos moléculas del inhibidor a la enzima o g la formacién de comple jos
abortivos ternarios que son complest dg punto muerto del tipo enzima-

-

sustrato-producto (Cleland, 1970),
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Figura 17, Grdfica de Hanes~Woolf para la inhibicidn de la descarboxilasa
difosfomevaldnica por IPP cuando ATF es el sustrato variable,

La actividad enzimdtica se determind mediante el ensayo que mide el ADF

m

egin lo indicado en Materiales y Métodos, La concentracidn del MVAPP

fue 0,023 mM y las concentraciones del IPP fueron: e, O mM; o, 2,4 mMy

A, 3,0mMyA, 48 nM, La concentracidn del MeCl, se mantuvo 1 mM sobre
las concentraciones del ATP y del IPP, la velocidad se expresa como
Mmoles de MVAPP descarboxilados por minuto por mg de protefna, Inserta

se muestra la grdfica secundaria de pendientes e intersecciones en fun-

cidén de la concentracidn del IPP,
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Figura 18, Grdfica de Hanes-Woolf para la inhibicidn de la descarboxilasa
difosfomevaldnica por IPP cuando MVAPP es el sustrato variable.
La concentracidn del MgCl, y la determinacidén de la actividad enzimdtica
son las mismas que se indican en la Figura 17, la concentracidn del Q?P
fue 0,3 mM y las concentraciones del IPP fueron : e, O mM; o, 2,4 mM;
A, 3,6mMyA, 4,8 mM, La velocidad se expresa. como umoles de MVAPP
descarboxilados por minuto y por mg de protefna, Inserta se muestra la
grifica secundaria de pendientes e intersecciones en funcidén de la con-

centracidn del IPP,




Inhibicidn por fosfato inorgdnico,

Este producto se probé como inhibidor en un amplio intervalo de
concentraciones desde 10 a 150 mM, no observdndose inhibicién lo que
indica una afinidad muy baja de este producto por la enzima.

En vista de este resultado y considerando que experimentos prelimi-
nares de inhibieién por bicarbonato indicaron que este producto era un
mal inhibidor, se decidid no continuar con estos estudios ya que para
poder postular el orden de salida de los productos es necesario tener

todos los patrones de inhibicidn,
ESTRUCTURA DEL COMPLEJO METAI-ATP.

En las reacclones enzimdticas en las cuales el complejo MgATP-2
actua como sustrato, el ién metdlico puede estar unido a cualquiera de
los tres grupos fosforilos del ATP o a una combinacidn de ellos formando
ya sea complejos mono-, bi- o tridentados (Merrit y col., 1978),

Ia coofdinacién del idn metdlico con uno de los dtomos de oxfgeno
del fosforilo & o [3 hace que ese fosforilo particular sea ahora un
grupo quiral, lo que nos lleva a la existencia de varios diasteredmeros,
En el caso del complejo ﬂ,z/-bidentado, al colocar el anillo de seis
miembros en el plano del papel el grupo AMP puede estar Ya sea sobre
(isémero lambda) o bajo el plano (isdmero delta), como se muestra en la
Figura 19, En el caso del complejo ol » H-bidentado, tanto el fosforilo
K como el /3 son ahora quirales, Esto implica que tanto el grupo ade-

nosina como el fosforilo pueden estar bajo o sobre el plano, generdndose

s
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Figura 19. Estructuras de los complejos /5,Y ~bidentados del MgATP
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asi cuatro diasteredmeros.

Debido a que la velocidad de recambio entre el Mg+2 comple jado como
I*dgA'I‘P'-2 y el metal libre es muy alta, no es posible determinar la estruc
tura del complejo metal-ATP en el sitio activo de una enzima usando sus
sustratos naturales, Actualmente existen dos métodos de tipo cinético
que sirven a este propdsitoy uno de ellos hace uso de los andlogos fos-
forotioatos del ATP, en tanto que el otro utiliza los comple jos de sus-
titucidn inertes, como el CrATP y el CoATP,

Para determinar la estructura del complejo metal-nucledtido Cleland
introdujo el uso de los complejos CrATP y CoATP (De Pamphilis y Cleland,
19733 Dunaway-Mariano y Cleland, 1980a, by Cleland, 1982). Estos com-
plejos se caracterizan por presentar velocidades de intercambio del me-
tal con el nucledtido muy lentas, lo que permite 1a separacién y carac-
terizacidn de los diferentes isdmeros de coordinacidn, Asi por ejemplo,
la coordinacién de los fosforilos /3 y a’ en el complejo bidentado del
CrATP genera un centro quiral en el fosforilo/g s obteniéndose dos este-

reoisémeros, como se indica en 1a Figura 20,
Efecto de los complejos del CrATP en 1la reaccidn,

La actividad como sustratos tanto del comple jo a’-monodentado como
del complejo ﬁ&,g/-bidentado CrATP no pudo ser detectada en las condi-
ciones de ensayo utilizadas.. Por otra parte, se comprobd que ni el com
Plejo monodentado ni el bidentado, a concentraciones mgximas de 5,3 y

6,6 mM, respectivamente, ejercfan un efecto inhibidor sobre la reaccidn.
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mple jos ,@,)f-bidentados del CrATP.
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Cabe destacar que estos complejos CrATP o CoATP son inhibidores de varias
quinasas y presentan constantes de inhibicidn del orden de AN (Dunaway-
Mariano y Cleland, 1980b),

Uno de los enfoques mds ampliamente usado para determinar la estruc
tura del complejo metal-nucleétido, es el de los andlogos fosforotioatos
del ATP introducido por Eckstein (Goody y Eckstein, 1971; Eckstein,

19835 1985), En estos andlogos se reemplaza por azufre uno de los oxi-
genos libres de los fosforilos « o (3 del ATP; generdndose asi quiralidad
en el grupo fosforilo & 0/3 dando origen a un par de diasteredmeros,
Rp y SP.

Se ha determinado que el Mg+2 se une preferentemente al oxigeno,
en tanto que el Cd+2 se coordina de preferencia al azufre, Por consiguiente
el complejo con Mg+2 del isdmero RP tendrd la misma configuracidn estereo-
quimica que el complejo con ca*? ge1 isdmero Sp, y viceversa (Figura 21)
(Jaffe y Cohn, 1978).

Estos andlogos azufrados del ATP se pueden utiliZar como -sustratos
en una reaccidn enzimdtica y si se encuentra reversidn en la selectivi-

-+
2 por Cd 2, esto indica

dad del isdmero por la enzima al reemplazar al Mg
que el idn metdlico estd unido al grupo fosforilo que lleva el azufre

(Cohn, 1982; Eckstein, 1985).

Diastereoisdmeros del ATPX S como sustratos.

Ambos diasteredmeros del ATPX' S al ser utilizados como sustratos
de la descarboxilasa difosfomevaldnica presentaron cinéticas corrientes

de Michaelis-Menten, Ia Tabla 7 resume "las constantes cinéticas aparentes




69

0 0
1. L S H .
< S N/ AN
S5 0N A N A
lCJ]J M@ =0 0-AMP Cd mmem S O-AMP
Sp Rp
9 Q
g O/g—O\P/O-AMP . /E—O\P /O-AMP
Mm
§ \Mg—O/ \s Vg’ \o
- Rp Sp

Figura 21, BEstructuras de los comple jos {3 ,X—bidentados del
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obtenidas para ambos isémeros del ATPX S en presencia de Cd+2 o I‘*Ig-*'2
¥y su comparacidn con el sustrato normal ATP, Ia presencia del gtomo
de azufre en el fosforilo o{ hace que la actividad, de acuerdo al coe-
ficiente catalitico V/Km, disminuya con respecto al ATP., Este efecto
se debe a una calda en V acompafiada de un aumento en la Km’ a excepcidn
del Cd(SP)ATPo(S donde se aprecia un aumento en V, La comparacidn de
los cuocientes V/Km indica que no hay inversidén de la preferencia este-
reoquimica para los diasteredmeros del ATPH S al cambiar Mg+2 por cate 3

lo que nos lleva a la conclusidn que el metal no se une al ATP a través

-2
de su fosforilo o en el complejo MgATP
Diastereoisdmeros del ATP3 S como sustratos y como inhibidores,

-+
En estudios preliminares realizados en presencia de Cd 2, ambos
isdmeros del ATP S mostraron una alta velocidad de hidrdlisis no enzi-
mdtica la cual interfiere en el ensayo enzimftico, En vista de que no

+ +
2, se decidié usar Zn 2 yYa que se ha demostrado

era posible utilizar Cd
que este metal se coordina también de preferencia al azufre (Jaffe y Cohn,
1979) y que ha sido usado en este mismo tipo de estudios con enzimas
que no presentan actividad con Cd+2 (Jaffe y col,, 1982; Tombras Smith
y Cohn, 1982),

La Tabla 8 muestra las velocidades obtenidas a una concentracidn
de 2,25 mM de los complejos MgAITﬁ)S-Z ¥y ZnAJT¥5S-2. Se puede apreciar
que el reemplazo por azufre de uno de los dtomos de oxigeno del fosfo=-

rilo ﬁ) del ATP, produce una marcada disminucién de la actividad. AsY,

mientras el Mg(Rp)ATP{jS es sustrato de la enzima, el ‘Mg(SP)ATPﬁS no
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Tabla 7

CONSTANTES CINETICAS APARENTES PARA LOS ISOMEROS DEL ATPX S.

Comple jo K v V/Km
(mM) umoles \ ( mL
(min por mg de protefna) min por mg de protefna)

+ +
MgATP 0,18 = 0,02 3,70 = 0,08 20,6 2 2,7
+
CAATP 0,05 = 0,01 2,30 = 0,10 46,0 ¥ 11,2
+
Me(R JATP<S 0,35 2 0,03 1,61 0,06 b6 = 0,6
+ + +
Mg(Sp)ATPo(S L,95 = 0,06 2,00 - 0,13 0,4 - 0,03
+ +
Ca(RATPL 5 0,11 = 0,03 1,5 = 0,01 14,4 - 4,0
+ + +
Cd(Rp)ATP,,(S 1,51 = 0,1¢ 7,44 - 0,31 4,9 = 0,7

Los pardmetros cinéticos se determinaron usando el ensayo que mide
el Pi liberado en la reaccidn de acuerdo a lo indicado en Materiales
y Métodos, Se usé una preparacién de descarboxilasa difosfomevaldnica

de act, esp, 3,53 Unidades/mg de protefna.
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Tabla 8

COMPLEJOS DEL MgATPA S Y DEL ZnATP3 S EN LA REACCION

CATALIZADA POR LA DESCARBOXILASA DIFOSFOMEVALONICA,

Comple joa velocidad

Aamoles
<min por mg de proteina

MgATP 6,62
ZnATP 3,62
Mg(RP)AT.PB S 0,01
Mg(sP)ATP/a S no detectable
Zn(Rp)ATPB S no detectable
Zn(SP)ATP[Z;S 0,02

a

La concentracidn de los respectivos complejos fue 2,25 mM,
la actividad se determiné a través del método que mide el
P; segin lo indicado en Materiales y Métodos, usando una
preparacidén de descarboxilasa difosfrmevaldnica de act. esp,

7 Unidades/mg de protefna.
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Tabla 9

ISOMEROS DEL ATP3S COMO SUSTRATOS Y COMO INHIBIDORES,

Compuesto Km v Ki
(mM) amoles (mM)
(min por mg de protefna)

Mg(RATPAS 7,43 20,07 0,03 20,002 0,61 % 0,03

+
Mg(Sp)ATP/_J,S —— —— 0,42 = 0,02

La determinacién de las constantes cinéticas aparentes, Km y V, se
realizdé mediante el ensayo que mide el P; de acuerdo a lo indicado

en Materiales y Métodos, Se usé una preparacidn de desearboxilasa
difosfomevaldnica de act. esp. 3,53 Unidades/mg de protefna,

Para la determinacidn de las constantes de inhibicidén se usé el ensayo
espectrofotométrico que mide el ADP segiin lo indicado en Materiales.

y Métodos, excepto que las concentraciones del ATP se variaron entre
0,1 y 0,6 mM, y la concentracién del MgCl, fue 1 mM sobre las concen-

traciones del nucledtido y del tionucledtido.
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es sustrato y lo contrario ocurre en presencia del Zn+2_ Este hecho nos
indica que hay inversidn de la preferencia estereoquimica para los
diasteredmeros del ATPAB S al cambiar el Mg+2 por el Zn+2, lo que nos
sugiere que el metal se compleja al ATP a través del fosforilo /3.

Al determinar los pardmetros cinéticos para el Zn(Sp)ATPK5S nos
encontramos que éste no presenté un comportamiento cinético segin Michae
lis-Menten (Figura 22), BEste efecto pudiera ser atribuido al tionucled-
tido ya que las condiciones para el ensayo fueron las mismas que se
utilizaron para determinar las constantes cindticas del ZnATP., BEs
necesario destacar que el ZnATP presenta un comportamiento cindtico de
acuerdo a Michaelis-Menten,

El valor de los pardmetros cinéticos determinados para el Mg(RP)-
ATPf3 S se muestra en la Tabla 9. Para determinar si el Mg(Sp)ATPﬁS
era capaz de unirse a la enzima se estudid si este compuesto era un
inhibidor de la reaccidn, Ambos diasteredmeros del ATP/3 S resultaron
ser Iinhibidores competitivos y sus correspondientes valores de Ki se
muestran también en la Tabla 9. Al respecto cabe destacar que el
isémero SP se une con una afinidad casi el doble de la del isdmero Rp.
Asi, aunque el isdmero delta no es activo como sustrato, se une tan

bilen o mejor que el isdmero lambda.
Efecto de la posicién del azufre en el reemplazo por oxTgeno.

Al comparar los pardmetros cinéticos de las reacciones del MgATP
y de los isdmeros mds activos del MgATP« S y del MgATE/3S (Tablas 7 y

9) encontramos que las velocidades mfximas decrecen en el orden




74

0,12

0,08

004

0 ® I ] [

0 P, /A 6
[Zn(Sp) ATPAS] , mM

Figura 22, Efecto de la concentracidn del Zn(Sp)ATFKBS en la reaccidn
de la descarboxilasa difosfomevaldnica.

El medio de reaccidn contenfa en un volumen de 0,1 ml : amortiguador
Iris-HC1 0,1 M pH 7,0, MVAPP 0,3 mM, descarboxilasa difosfomevaldnica
A 2
80 mU (act. esp. 7 U/mg de protefna). La concentracidn del Zn fue el
75% de la concentracidn del (Sp)ATP@ S. la concentracidn del complejo
, D , . X
(Zn(Sp)ATTVSS) se determiné mediante el programa de computacién indi

cado en Materiales y Métodos. La velocidad se expresa como /umoles de

MVAPP descarboxilados por minuto por mg de proteina,
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ATP ) ATPL S > ATP/3S ajustdndose al patrdn general (Ngoc y col, 1979)
que indica que al reemplazar un oxigeno por azufre en el ATP la veloci-
dad disminuye progresivamente a medida que el reemplazo se acerca al
sitio de rompimiento del enlace,
No fue posible determinar los pardmetros cinéticos para ATPg’S ya
que con este compuesto la enzima presenta una actividad muy disminuida

(Iyengar y col., 1986),
Inactivacidn de la enzima por tionucledtidos,

Ngoc y col, (1979) han informado que la fosfofructoquinasa de
misculo de conejo se inactiva por ATPX S y AMPS, Debido a que este es
el Unico trabajo existente en la literatura en el cual se informa sobre
un efecto inactivador de los andlogos fosforotioatos de los nucledtidos,
y si se considera que el azufre del ATPX S o del ATP/3 S es susceptible
de reaccionar con grupos sulfhidrilos de 1la enzima, se decidid estudiar
si estos tionucledtidos eran capaces de inactivar irreversiblemente a
la descarboxilasa difosfomevaldnica de hfgado de pollo.

En el experimento de la Figura 23 se muestian los resultados obte=-
nidos al incubar la enzima con diferentes tionucledtidos., Se aprecia
que en el intervalo de concentraciones de 1,5 a 1,9 mM, el mejor agente
inactivante es el (RP)ATP/SS.

Se investigd también la inactivacién por ATPy/S, encontrdndose que
este compuesto a una concentracién de 10 mM produce un 50% de inactiva-
cién en 210 minutos,

Dado que el mejor agente inactivante fue el (RP)ATP/3S se decidid
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Figura 23, Inactivacién de la descarboxilasa difosfomevaldnica por
diversos tionucledtidos,

la reaccidn se efectud incubando la enzima (64 mU; act. esp, 5,6 U/mg

de protefna) a 30° en presencia de : 1,67 mM (Rp)ATTWQS ()% 1,50 mM

(Sp)ATPAS (@)$ 1,90 mM ADPAS (0)$ 1,77 mM AMPS (e) y control (Q); en

amortiguador Tris-HCl 0,1 M pH 7,0. A los tiempos indicados en la figu

ra, se tomaron alfcuotas de 0,010 mL para el ensayo de la enzima,

77



78
usar este compuesto para estudiar la inactivacidén de la enzima. Al in
cubar la descarboxilasa difosfomevaldnica con diferentes concentraciones
del (RP)ATPE)S la inactivacidén ocurrié rdpidamente en forma proporcional

a la concentracidn del inactivador (no se muestra).
Efecto protector de los sustratos y del DIT en la reaccidn de inactivacidn,

Se probd si el MVAPP y el ATP ejercian algin efecto protector sobre
la enzima, agregando el (RP)ATEﬁ S a la enzima preincubada con uno u
otro sustrato. La 24 muestra que tanto el MVAPP como el AfP a concentra-
ciones de 0,2 y 5,0 mM respectivamente, protegieron parcialmente de 1a
inactivacién producida por el (Rp)ATRﬁ S 1,67 mM,

La Figura 24 nos muestra también que al efectuar la reaccidn de
inactivacidn en presencia de DIT 15 mM, no ocurrid inactivacidn de la
enzima, Este resultado podrfa sugerir que los tionucléotidos estarian
interactuando con grupos sulfhidrilos de la descarboxilasa difosfomeva -

lénica,
Efecto del pH en la reaccidn de inactivacidn,

Este estudio se efectud utilizando diversos amortiguadores para la
preincubacién de la enzima con el inactivador, Estos fueron los siguientes .
Tris-HC1 100 mM pH 7,0; MES 100 mM pH 5,4 y N,N'-Bis(Z-hidroxietil)-pipg
razina 100 mM pH 5,6, Se encontrd que la inactivacidn de la enzima se

ve notablemente disminuida a pH 4cido (Figura 25).
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Figura 24, Efecto de los sustratos y del DTT en la reaccidén de

inactivacidn de la descarboxilasa difosfomevaldnica

por (RP)ATP,% S.

La reaccidn se efectud incubando la enzima (64 mU; act. esp. 5,6 U/mg

de protefna) a 30° con 1,67 mM de (RP)ATPHQS (e) en presencia de 15 mM

DTT (&), 0,20 mM MVAPP (M) y 5 mM ATP (0); en amortiguador Tris-HC1

0,1 M pH 7,0,
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Figura 25, Efecto del pH en la inactivacidn de la descarboxilasa
difosfomevaldnica por (RP)ATP/Q S.

La reaccidn se llevd a cabo en los siguientes amortiguadores : MES

0,1 M pH 5,4 en presencia (o) o en ausencia (O) de 1,67 mM (Rp)ATRﬂ:S;

N,N'-Bis(2-hidroxietil)-piperazina 0,1 M pH 5,6 en presencia (A) o en

ausencia (#) de 1,67 mM (RP)ATPﬂ)S; Tris-HC1 0,1 M pH 7,0 en presencia

(o) de 1,67 mM (RP)ATEMSEL Se usé una preparacidén de descarboxilasa

difosfomevaldnica de act. esp, 5,6 U/mg de protefna.
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DISCUSION,

En esta tesis se presenta una primera aproximacidn al estudio del
mecanismo de accidn de la descarboxilasa difosfomevalénica desde un
punto de vista cinético. Para una mayor claridad de la exposicidn hemos
dividido esta discusién en cuatro puntos : mecanismo cinético, efectos
del nucledtido y del metal bivalente sobre la actividad, esiructura del

comple jo metal-ATP y propiedades del sitio activo.
MECANISMO CINETICO.

A partir de estudios realizados en velocidad iniclal se ha sugerido
que la unidn de los sustratos a la descarboxilasa difosfomevaldnica de
higado de pollo ocurre en forma secuencial (Alvear y col., 1982). Los
resultados obtenidos con la enzima de cerebro de pollo (Zafra y col.,,
1985) permiten llegar a igual conclusidn.

En esta tesis se confirmé la formacidn de un complejo ternario previo
a la liberacidén de los productos, al obtener una pardbola en una grdfica
del reciproco de la velocidad con respecto al reciproco de la concentra-
cién de uno de los sustratos, usando el ATP y el MVAPP en una razén
constante, Sin embargo, estos estudios no nos dicen si la unidn de los
sustratos o la liberacidén de los productos suceden en un orden obligatorio
o al azar,

Se propuso determinar el orden de adicidn de los sustratos a la enzima
mediante estudios de inhibicién con andlogos de los sustratos, De acuerdo

a Fromm (1979), para un mecanismo en secuencia ordenada se espera que el
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andlogo del segundo sustrato que se adiciona a la enzima presente una
inhibicidn de tipo incompetitivo con respecto al primer sustrato., Por
el contrario, en un mecanismo al azar se espera obtener inhibicién com-
petitiva cuando el inhibidor es anflogo del sustrato variable, e inhi-
bicién mixta cuando el inhibidor no es andlogo del sustrato variable,

Ios estudios realizados con MVAP, un andlogo del MVAFP, indicaron
una inhibicién competitiva con respecto al MVAPP y una inhibicidén mixta
con respecto al ATP, Los resultados obtenidos con dos andlogos del ATP,
el ATPB’S y el AMP-PCP, fueron coincidentes pues la inhibicién fue com=-
petitiva con respecto al ATP e incompetitiva con respecto al MVAFP,

Estos resultados indican un mecanismo en secuencia ordenada en el cual
el MVAPP es el primer sustrato que se adiciona a la enzima,

Thompson y Bachelard (1976) han examinado la relacién existente entre
el valor de la constante de inhibicidén aparente para inhibidores de punto
muerto y el valor de la constante de inhibicién verdadera, Este dltimo
puede obtenerse sélo si se conoce con certeza el mecanismo cinético de
la reaccién y se escoge la representacién grdfica apropiada. En el caso
de un mecanismo en secuencia ordenada, es posible obtener el valor de la
K; verdadera, a partir de grdficas secundarias de intersecciones prove-
nientes de la gréifica de Hanes-Woolf, sélo si el inhibidor es competitivo
con respecto al primer sustrato que se adiciona a la enzima.

En la Tabla 10 se muestran los valores de las constantes de inhibicidn
verdaderas para los anflogos de los sustratos de la descarboxilasa difos-
fomevaldnica calculados a partir de los valores de Ky y de Ki obtenidos

en esta tesis, tomando en cuenta los valores de K;, y de las constantes
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Tabla 10,
CONSTANTES CINETICAS PARA LA INHIBICION IE LA DESCARBOXILASA

DIFOSFOMEVALONICA POR ANALOGOS DE 1OS SUSTRATOS,

a b
Tnhibidor Sustrato K, (K'_;L’) Ky (K‘i’)
variable
nM
[+
MVAP MVAPP 3,66 3,66 - -
MVAP ATP 4,39 2,65 20,27 7,67
ATPY S ATP 0,09 0,05 2 -
ATPY S MVAPP - - 0,65 0,22
AMP-PCP ATP 14,01 5,56 2 -
AMP-PCP MVAPP - z 5,22 3,26
a2

Para la inhibicidn del MVAP con respecto al MVAPP K ..« El valor de
K; para 1a inhibicidén del MVAP en relacidn al ATP fue caiculado a partir

de Ky = K, (1 + [MVAPP]) Para la inhibicién del ATPYS o del AMP-PCP
v
con respecto al AT} fue calculado a partir de Ki Ki <' 1+ Kso .
(MVAPP]
b
El valor de Ki para la 1nh1b1c16n del MVAP con respecto al ATP fue cal-
culado a partir de Kj = 1+ ]MVAPP! ) , mientras que para la inhi-
KnMVAPP

bicién del ATP}’S o del AMP-PCP con respecto al MVAPP fue calculado a

partir de K§ = ( 1+ ‘ATP] )

mATP

Se informan los valores calculados para Kz sin su correspondiente error
estdndar debido a que los valores informados por Cardemil (1982) para

Kia’ Koarp ¥ KpMyapp mo lo tienen,

. Todas las ecuaciones provienen de Thompson y Bachelard (1976).

v
K; = constante de inhibicidén verdadera,
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de Michaelis informados por Cardemil (1982). Se observa que para AMP-PCP
estos valores son similares (3,20 y 5,56 mM), en tanto que para el MVAF
(2,65, 3,66 y 7,67 mM) y para el ATP S (0,05 y 0,22 mM) hay una mayor
diversidad, La diferencia entre estos valores se puede atribuir : a) a
la acumulacién de los errores experimentales en la determinacidédn de las
respectivas constantes y b) a la diferencia en las condiciones experi-
mentales empleadas en esta tesis y las informadas por Cardemil (1982).

Una vez conocido el orden de adicién de los sustratos a la enzima,
nos interesé conocer el orden de liberacidn de los productos. A modo de
ejemplo discutiremos los resultados esperados de los estudios de inhi-
bicién por producto suponiendo un mecanismo Bi-Tetra en secuencia orde-
nada (Cleland, 1970).

A B P Q R S
v v ) 1 T t

E EA EAB ) EQRS ERS ES E
EPQRS

Se espera que S sea un inhibidor competitivo con respecto a A y mixto
con respecto a By P deberfa ser mixto con respecto a Ay a By Qy R
debef{an ser incompetitivos con respecto a A y a B, Para poder distinguir
entre Q y R se puede estudiar la inhibicidén en presencia de otro producto,
Asf, un nivel fijo de S hard la secuencia de R a A o B reversible y por
lo tanto el patrdn de inhibicidn del producto R serd ahora mixto, mientras
que a un nivel fijo de P el patrdn de inhibicién de Q serd mixto con res-
pecto a A o a B,

la inhibicidén ejercida por el IPP fue mixta con respecto a ambos sus=-
tratos lo que podria indicar que el IPP es el primer sustrato que se li=-

bera de la enzima, siempre y cuando el mecanismo cinético fuera el indicado
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anteriormente. Por otra parte, el fosfato inorgdnico en concentraciones
hasta 0,15 M no produjo inhibicidn. Cabe hacer notar que la descarboxi-

lasa difosfomevaldnica de ldtex de Hevea brasiliensis (Skilleter y Kek-

wick, 1971) tampoco es inhibida por P;, aunque la concentracién mdxima
probada por estos autores fue solo de 10 mM, En vista de este resultado
y considerando que experimentos preliminares de inhibicién por bicarbo-
nato indicaron que este producto era un mal inhibidor, se decidié no
continuar con estos estudios ya que para poder postular el orden de sa-
1ida de los productos es necesario tener todos los patrones de inhibi=-
cién,

Ia proteccién ejercida por el MgATP’Z en los experimentos de inacti=-
vacidn de la descarboxilasa difosfomevaldnica por fenilglioxal (Jabal-
quinto y col., 1983) y por metilmetanotiosulfonato (Alvear y col., 1986)
no es compatible con un mecanismo en secuencia ordenada en el cual el
MgATP'2 se une al complejo enzima-MVAPP, Una posible explicacidén a estas
protecciones es un mecanismo al azar con una via preferencial con MVAFP
como el primer sustrato, Otra posibilidad serfa la unidn del IngA.'I‘P"2 a
1a enzima libre con la formacién de un complejo de punto muerto, en ana-
logfa a lo que ocurre con las quinasas mevaldnica (Soler y col., 1979)

y fosfomevaldnica (Valdevenito, 1983), Al respecto, es interesante des-
tacar que tanto la reaccién catalizada por la quinasa mevalénica (Beytfa
y col,, 1970) como la catalizada por la quinasa fosfomevaldnica (Valde~
venito, 1983) y la catalizada por la descarboxilasa difosfomevaldnica,
presentan mecanismos secuenciales ordenados donde el segundo sustrato

que se une a la enzima es el complejo MgATPrz,
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EFECTOS DEL NUCLEOTIDO Y DEL METAL BIVALENTE SOBRE LA ACTIVIDAD.

Al igval que para muchas de las fosfotransferasas estudiadas
(Morrison, 1979), el sustrato verdadero de la descarboxilasa difosfo-
mevalénica es el MgATP-Z.

Ia actividad de la enzima presenté una relacién hiperbélica al
aumentar las concentraciones del ATP y del MgClp (Figura 5). la vnica
especie que presenta una relacién positiva con la actividad de la des-
carboxilasa difosfomevalénica en esta situacidn es el MgATP-z, indi-
cando de esta manera su identidad como sustrato, Por otra parte, me-
diante variaciones en el pH, se descartd que el MgHATPr fuera un sus-
trato para la enzima, como ocurre con la hexoquinasa de levadura (Viola
y Cleland, 1978).

Ia gréfica del log V/K ,rp en funcidn del pH mostrd quiebres tanto
a valores de pH altos como a valores bajos, correspondiendo al quiebre
de pH bajo un valor de pK de 5,70 ) 0,12, Asi, un grupo en el sustrato
0 en la enzima debe estar desprotonado para la actividad enziﬁética.
Ya que el MgATP'-2 tiene un pK de 5,3 (Jaffe y Cohn, 1978a), parece pro-
bable que sea su ionizacién la que se observa en el lado dcido de la
gréfica del log V/KmATP en funcién del pH, Esta conclusién es apoyada
por el hecho que este pK no se observa en la grifica de -log K; para el
ATPY'S en funcién del pH, Al respectq cabe destacar que el MgATPX 52
tiene un K de 4,2 (Jaffe y Cohn, 1978a), De esta forma podemos concluir

que el MgHATPr no es sustrato de la enzima, ya que de acuerdo a Viola

y Cleland (1978) si la enzima utilizara como sustratos tanto al MgATP 2
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como al MgHATP , el pK del nucledtido no deberfa aparecer en la grédfica
de V/KmATP en funcién del pH.

Por otra parte, los estudios realizados con el objeto de determinar
el efecto del ATP libre sobre la actividad enzimdtica sugirieron que
&ste actda como un activador. Si consideramos que la reaccidén catalizada
por la descarboxilasa difosfomevaldnica ocurre en ausencia del ATP libre
podemos considerar que esta especie actue como un activador.

En el Esquema 1 se muestra un modelo para una activacién
y la ecuacidén cinética correspondiente, Al respecto, Segel (1975) ha
indicado que en general, se espera que ¢f Sea menor que 1 y que B sea
mayor que 1, Por otra parte, la ecuacién de velocidad nos indica que en
una gréfica de dobles reciprocos se espera obtener una familia de rectas
cuyas pendientes disminuyan al aumentar la concentracién del activador

Para establecer fehacientemente que el ATP libre actda como un acti-
vador de la descarboxilasa difosfomevalénica de higado de pollo se
deberia efectuar una serie de experimentos en los cuales se determine
el efecito sobre la velocidad de diferentes concentraciones del ATP libre,
en un intervalo de concentraciones del MgATP-Z. Al grafiéar los resul-~
tados de este experimento en la forma de dobles reciprocos deberiamos
obtener una familia de rectas cuyas pendientes disminuyan al aumentar
la concentracién del ATP libre,

la activacién por el ATP libre de enzimas que utilizan como sustrato
al MgATP-z no es comin, aunque recientemente se ha informado que en hi-
gado de cerdo, tanto la quinasa mevaldnica (Lee y 0'Sullivan, 1983) como

la quinasa fosfomevaldnica (lee y 0'Sullivan, 1985a) y la descarboxilasa
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ESQUEMA 1,

a
MECANISMO GENERAL PARA ACTIVACION

KS kp
E + 5 ZZ— ES ——— E + P
+ +
A A
KA,H/ O(KA bk
, XK P
EA + S £Z—S— ESA S EA + P
Y. [s]
v =

K (1+2A) (1+£AJK_A)

% (1."'—"%%»]‘—) + 8 (1+1@-‘i)

a
Tomado de Segel (1975).
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difosfomevaldnica (J. W. O'Sullivan, comunicacidn personal) son activa—~
das por el ATP libre,

La activacién de estas enzimas por el ATP libre puede ser explicada
mediante dos mecanismos, Por una parte se puede pensar en un cambio
pequefio el cual afecte sélo al medio ambiente local del sitio activo de
la enzima, y por otra parte en un cambio substancial que produjera la
polimerizacién de la enzima y de esta forma se afecte el sitio activo.

Al respecto es interesante destacar que en el caso de la quinasa meva-
1énica,mediante estudios de sedimentacidn en gradientes de sacarosa se
ha podido descartar la polimerizacién de la enzima, y los resultados de
los experimentos de fluorescencia estdn de acuerdo con que la unién del
ATP libre a la enzima produce un cambio conformacional (Lee y 0'Sullivan,
1983).

Se ha informado previamente que una variedad de iones metdlicos,
entre ellos Mn+2, Zn+2, Cd+2, y en menor grado cat2 y Ba+2, pueden reem=-
plazar al Mg+2 en la reaccién catalizada por la descarboxilasa de higado
de pollo (Alvear y col,, 1982). Estos experimentos fueron realizados bajo
condiciones éstandarizadas, con 5 mM ATP y 5 mM del respectivo ién metd-
lico,

2 y el 702 para la determinacidn

Dada la relevancia que tienen el Cd
de la estructura del complejo metal-ATP, especialmente en los experimen-
tos con los andlogos fosforotioatos del ATP (Cohn, 1982 ; Eckstein, 1985),

se estudid en mayor detalle la capacidad de los iones metdlicos bivalen-

tes para actuar en la reaccién catalizada por la descarboxilasa difos=

fomevaldnica, Se demostré que mientras el Mg+2 libre no tiene un efecto
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sobre la actividad enzimdtica, hay un claro efecto inhibidor producido

+ +
*2 13tre, €42 libre y Mn'C libre.

+ +2 +2 +2
la eficiencia relativa de Mg 2, Mn , C& ¥y Zn  como metales ac~

por Zn

tivadores para la reaccidn catalizada por la descarboxilasa difosfome-
valdnica se evalud en términos del cuociente V/Km. La comparacién de
V/Km para los correspondientes complejos (metal-ATP)-z indicé que n 12
es el mejor activador, efecto debido principalmente al bajo valor de

Km obtenido en presencia de este ién metdlico, Los cuocientes relativos

+ +2 +
fueron : Mn'Z 100, Cd'Z 37, Mg - 1k, y 7n'?

1,7, 1o que estd en desacuerdo
con el requerimiento de metales indicado en la literatura para esta en-
zima (Skilleter y Kekwick, 1971y Popjék, 1969; Ramachandran y Shah, 19777
Shama Bhat y Ramasarma, 1980, y Alvear y col,, 1982), En todos estos
casos se informa que la actividad de la descarboxilasa difosfomevaldénica
es igual con Mg+2 o con Mn+2. Referente a este punto es de interés
hacer notar que los autores anteriormente nombrados realizaron mediciones
de velocidad a una concentracidén fija del ATP y del correspondiente ién
metdlico y no calcularon las concentraciones de los complejos (metal-ATP)-z,
la investigacién del papel del idn metdlico en las reacciones cata-
lizadas por fosfotransferasas, mediante el estudio de los valores de las
constantes cinéticas en presencia de diferentes iones metdlicos, ha sido
escasa, las investigaciones realizadas en la reaccidén reversa de la
creatina=quinasa han indicado que V se relaciona con la capacidad del

ién metdlico para polarizar el enlace N=P de la fosfocreatina y que el

radio iénico del catidn bivalente influencia la unién del metal-nucledtido
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al complejo enzima-fosfocreatina (Morrison y Uhr, 1966). Por otra parte,
estudios realizados con la NAD-quinasa han mostrado que la misma V se

2

obtiene con MgATP'Z, MnATP™2, CoATP < y ZnATP'Z, aunque estos comple jos

metal-ATP tienen diferentes constantes de Michaelis (Apps, 1969).

Se ha informado la presencia de al menos un grupo ditiol vecino. en
la enzima de hfgado de pollo (Alvear y col,, 1986), y ya que tanto ca*?
como Zn'? se unen fuertemente a ditioles (Lolkema y col., 1986), podrfa

+
2 libre y por Zn e

haberse pensado que la inhibicién producida por Cd
l1ibre se debiera a una inactivacién de la enzima por estos cationes, los
experimentos de inactivacién por estos iones metdlicos, sin embargo, in-

dicaron que ambos cationes inhiben irreversiblemente a la descarboxilasa

difosfomevaldnica, siendo el Zn+2 un mal inactivador con respecto al
+ +2
Cd 2. Estos resultados indican que la inhibicién producida por el Cd
+2

libre no es debida a inactivacién de la enzima ya
+2

libre y por el Zn
que si este fuese el caso el Zn =~ deberfa haber sido mejor inactivador
+2
que el C4 ,
El estudio del tipo de inhibicién producida por el exceso del idn
metdlico, y en este caso el ci*? serfa el ién de eleccidn, permitirfa
saber si éste se est{ uniendo al sitio activo de la enzima (inhibicién

competitiva) o si existe otro sitio de unién para el metal libre (inhi-
bicién no competitiva).

Los experimentos de inactivacién comentados anteriormente estdn de
acuerdo con estudios realizados en ditioles modelos (en los cuales se ha
demostrado que el Cd+2 se une con mayor afinidad que el Zn+2 (Lolkema
y col,, 1986)), y ademds nos permiten confirmar la presencia de un

grupo ditiol vecino en la enzima de higado de pollo,
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ESTRUCTURA DEL COMPLEJO METAL-ATP.

Existen varios enfogues que permiten determinar la estructura del
comple jo netal-nucledtido en el sitio activo de una enzima, Por una parte
estdn los enfoques de tipo estructural como el cdlculo de distancias a
partir del efecto de un i6én paramagnético como el M2 en los tiempos
de relajacién longitudinal de nfcleos magnéticos como el 31?, o los es-
tudios de difraccién de rayos X, Y POT la otra parte tenemos los métodos
de tipo cinético en los cuales se hace uso ya sea de los andlogos fos-
forotioatos del ATP (Bckstein, 1985) o de los complejos de sustitucidn
inertes, como el CrATP o el CoATP (Cleland, 1982).

En esta tesis hemos enfocado el estudio de la estructura del complejo
metal-ATP en el sitio activo de la descarboxilasa difosfomevaldénica
mediante los dos métodos cinéticos comentados anteriormente,

En nuestras condiciones de ensayo encontramos que tanto el comple jo
“-monodentado como el complejo [5,)’-bidentado del CrATP no eran susira=-
tos de la enzima, Cleland (1982) ha propuestc que la actividad como sus-
tratos de los complejos del CrATP se observa sélo cuando la enzima no
tiene que insertar una de sus cadenas laterales en la esfera de coordi-
nacién interna del metal, Es diffeil, sin embargo, indicar algdn signi-
ficado a la falta de actividad con la descarboxilasa difosfomevalénica
debido a que nuestras condiciones experimentales no permitfan detectar
un ciclo ¥nico de reaccidn.

Ambos diasteredmeros del ATPA S fueron sustratos de la descarboxilasa

difosfomevaldénica y la comparacién de los cuocientes V/Km no mostrdé re-
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versién en la estereoselectividad del isémero por la enzima al reempla=-
zar el Mg+2 por el Cd+2. Estos resultados sugleren que el metal no se
coordina al fosforilo d del nucleétido, aunque 1a falta de estereose-
lectividad que hemos encontrado con el ATPX S puede tener varias expli-~
caciones ademds de la no unién del metal. As¥, las restricclones es=
tructurales impuestas por el sitio activo de la enzima meden forzar al

+
Mg 2 y a1 Cd'?

a unirse a un mismo ligando (Cohn, 1982), Ademds, la alta
proporcién de especies tridentadas en el CAATPX S (75%) en comparacidn
con la del MgATPA S (27%) (Pecoraro y col., 1984), implica que la capa-
cidad de los complejos del MgATPA S y del CAATPA S para actuar como
sustratos va a depender también de la capacidad del sitio activo de la
enzima para aceptar comple jos bidentados o tridentados, y de su pre=-
ferencia por la forma extendida o plegada del ﬁucleétido.

Para el estudio con los diasteredmeros del ATPAS fue necesario cam-
biar el cat? por el Zn+2 debido a problemas en el ensayo. Cabe recordar
que el Zn'*'2 al igual que el ca*2 se coordina de preferencia al azufre
(Jaffe y Cohn, 1979) y ha sido usado en este mismo tipo de estudios con
enzimas como la 3-fosfoglicerato-quinasa (Jaffe y col,, 1982) y la me-
tionil-tRNA sintetasa (Tombras Smith y Cohn, 1982).

Se observé reversién en la selectividad de los isdmeros del ATPA S
por la enzima al reemplazar el Mg+2 por el zn*2, Asf, mientras el Mg(RP)
ATP3S fue sustrato de la enzima, el Mg(Sp)ATIV3S no presentd actividad
como sustrato, en tanto que lo contrario ocurrié en presencia del Zn+2

en que el sustrato fue el complejo Zn(SP)ATPLSS. Es necesario hacer no-

tar que en este caso no fue posible hacer una comparacidén de los
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cuocientes V/Km ya que el Zn(Sp)ATP[BS no presenté un comportamiento

cinético de acuerdo a Michaelis-Menten. lLa razén de este comportamiento

es desconocida y no fue estudiada en mayor profundidad. Sin embargo, la

comparacién de los cuocientes de velocidad proporciona evidencia que el

metal se compleja al fosforilo /A del ATP,

Los resultados obtenidos con los isémeros del ATP/3 S como sustratos
también nos indican que la descarboxilasa difosfomevalénica de higado
de pollo es estereoselectiva para el isémero lambda del complejo metal=
nucleétido (Figura 21). Es de interds hacer notar que de todas las en=
zimas investigadas hasta el momento, la preferencia por el isdémero
lambda o por el isémero delta es de aproximadamente un 50% en cada caso
(Eckstein, 1985). Al respecto, la quinasa mevaldnica (Lee y O'Sullivan,
1984 ) tiene preferencia por el isémero lambda del complejo metal-ATP y
la quinasa fosfomevalénica (Lee y 0'Sullivan, 19835b) prefiere el isémero
delta del complejo metal-nucledtido.

La reversién observada para los diasteredémeros del ATP/S indica
que el metal se compleja al fosforilo;@ del nucledtido en alguna etapa
de la reaccidn enzimdtica, posiblemente durante la etapa limitante de
la velocidad., Como no se encontré reversién en el fosforilo « , la
interpretacidn mds simple de estos resultados es que el metal se comple ja

con el ATP a través de los fosforilos ‘3 y 3/ . Aunque 1la comple jacidn
al fosforilo )r del ATP no se puede demostrar directamente con el método
de los fosforotioatos, se supone que 1a forma activa del sustrato es el
comple jo ﬁ ,B’-bidentado del ATP, ya que el complejo(5-monodentado se

considera termodindmicamente menos estable que el complejo ciclico ‘3,5’-
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bidentado (Eckstein, 1983),

En contraste con la preferencia por el isémero lambda para la reaccién
catalizada por la descarboxilasa difosfomevaldénica, los estudios de in-
hibicién con los diasteredmeros del ATPA S indican que el isémero delta
se une con mayor afinidad que el isémero lambda, En el caso de la fosfo-
fructoquinasa de hfgado de bovino también se ha informado que el isémero
inactivo como sustrato se une igual o mejor que el isémero activo (Peco-
raro y col., 1985), Una posible explicacién a este hecho ha sido suge-
rida por Mejillano y col. (1986). Estos autores trabajando con la for-
miltetrahidrofolato-sintetasa han encontrado que aunque la enzima es
estereespecifica para el jsémero delta del MgATP.Z, une con igual afini-
dad a los isémeros lambda del ATPAS y del CrATP, Ellos suponen que la
parte AMP del nucledtido se ubica en un sitio especifico, colocando el
fosforilo B’ del isdmero delta a una distancia apropiada del sitio cata-
1ftico, Si el isdémero lambda se uniera con la parte AMP del nucledtido
en el mismo sitio, el fosforilo Z’ quedaria ahora mds alejado del sitio
catalftico,

Ya que tanto el isémero lambda como el delta del complejo b,y -bi-
dentado estardn presentes en una solucidén de MgATP, debe considerarse
que la descarboxilasa difosfomevaldnica actida en la presencia de un
inhibidor competitivo del sustrato metal-nucleétido,

Eckstein (1985) ha realizado un andlisis de los estudios efectuados
con los andlogos fosforotioatos del ATP, del cual podemos destacar que
todos los patrones posibles de reversién de la estereoselectividad han

sido observados, De esta manera, Se€ ha encontrado reversidn en el
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fosforilo o{ ¥y /3, POT ejemplo, en el caso de la arginina-quinasa, crea
tina-quinasa y piruvato-quinasaj por otra parte se ha encontrado rever-
sién en el fosforilo /3 para la fosfofructoquinasa y acetato-quinasa
entre otras. En cambio, solo en el caso de la fosfoglicerato-quinasa
se ha encontrado reversién unicamente en el fosforilo . Es interesante
hacer notar que de todas las enzimas estudiadas hasta la fecha no se
ha dado el caso de no encontrar reversién ni en el fosforilo « ni en
elf3.

las reacciones enzimdticas en las cuales participa el ATP correspon-
den a sustituciones nucleofflicas ya sea en el fosforilo &, fho X del
ATP con desplazamiento de pirofosfato, AMP o ADP, respectivamente. En
general, los desplazamientos nucleéfilicos sobre el dtomo de fésforo
se pueden agrupar en dos clases de mecanismos, el disociativo o Syl ¥
el asociativo o 5,2 (Mildvan, 1979).

Mildvan (1979), propone tres criterios para determinar el mecanismo
de las reacciones en que participa el ATP, Dentro de éstos se encuentra
1a ubicacién del idn metdlico en el complejo activo. Se apoya la exis-
tencia de un mecanismo asoclativo cuando el metal coordina al grupo fos-
forilo del ATP que va a ser sustituido, puesto que esta coordinacidn
dificulta el otro mecanismo, El segundo criterio es conocer las dis-
tancias inter-sustratos de la enzima, al respecto se espera que la dis=-
tancia entre el nucledéfilo y el fosforilo atacado sea menor (ejemplo
£ 3,3 X) para un mecanismo asociativo que para uno disociativo (ejemplo
= 4.9 3). Finalmente, el tercer criterio es determinar la estereoqui-

mica de la sustitucién en el dtomo de fésforo. Se espera que el mecanismo




97
disociativo ocurra con racemizacién en el fésforo; en cambio el asocia
tivo ocurre con inversién o retencidn (si ha ocurrido una pseudo-rota-
cién) de la configuracién,

La aplicacién de tanto el primer como del tercer criterio para la
reaccidn catalizada por la descarboxilasa difosfomevaldénica nos permite
sugerir que ésta ocurre mediante un mecanismo asociativo, Al respecto,
en esta tesis hemos dado evidencia de que el metal se coordina al ATP
formando un complejo 3,) -bidentado, en tanto que Iyengar y col. (1986)
han demostrado que la reaccién ocurre con inversidn de la configuracidn
en el fésforo,

Los experimentos de inactivacién de la enzima por los diferentes
tionucledtidos indicaron que el mejor inactivador es el (RP)NTPﬁ Sy
el peor es el ATPY S, En una condicidn intermedia se encontraron el
(Sp)ATP/j S, el ADPAS y el AMPS,

La proteccidén de la inactivacién ejercida por los sustratos sugiere
que el grupo reactivo estd en o cerca del sitio activo, A su vez, la
proteccién ejercida por el DIT podrfa indicar que el tionucledtido es=-
tuviera interactuando con grupos sulfhidrilos funcionales de la descar-
boxilasa difosfomevaldnica, Al respecto, se ha informado la presencia
de grupos sulfhidrilos, con un pK de 7,3, en la enzima de higado de po-
1lo (Alvear y col., 1986),

La inactivacién ejercida por los andlogos azufrados de los nucleé-
tidos podrfa explicarse mediante los dos mecanismos que se muestran en
el Esquema 2, En el mecanismo A se postula que la unidén del tionucled-

tido al sitio activo de la enzima producirfa la desprotonacién de un




ESQUEMA 2,

POSIBLES MECANISMOS PARA LA INACTIVACION DE LA DESCARBOXILASA DIFOS-

FOMEVALONICA POR TIONUCLEOTIDOS.

Mecanismo A

— P +  B-SH ———————3 E-5° + -

S activa inactiva

Mecanismo B

0 0

g 0, ”
— -~ +  BeSH ——————> E-S-S-1|°—

o

activa inactiva
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grupo sulfhidrilo funcional de la enzima haciendo que ésta se inactive,
En tanto que en el mecanismo B se postula la oxidacién de un grupo tiol
de la enzima con la formacién de un enlace disulfuro entre el andlogo
fosfortioato y el grupo sulfhidrilo de la enzima,

Se podrfa distinguir entre estos dos mecanismos inactivando la en-
zima con [lnc]-ATPfas y determinando la cantidad de radiactividad in-
corporada a la enzima luego de una filtracidn en gel, Para el mecanismo
A se esperarfa encontrar un solo pico de radiactividag el cual no corres
ponderfa con el pico de protefna, Por el contrario, si el mecanismo de
inactivacién es el indicado en B, se esperarfa encontrar dos Picos de
radiactividad, uno correspondiente al compuesto covalente enzima-fosfo-
rotiocato y el otro corresponderfa al exceso de inactivador.

Estos resultados junto con lo informado por Ngoc y col, (1979) hacen
recomendable determinar este efecto inactivador de los tionucledtidos
antes de iniciar experimentos cinéticos con los tionucledtidos como ang-
logos de los sustratos, especialmente en enzimas en las cuales existan

grupos sulfhidrilos esenciales,

PROPIEDADES DEL SITIO ACTIVO,

la comparacidn de 1la informacidén acumulada hasta este momento acerca
de la especitiecidad del nucledtido en la reaccidn catalizada por la des-
carboxilasa difosfomevaldnica indica que los requerimientos estructura-
les para la actividad son bastante restringidos (Tablas 3, 7y 9). Por
otra parte, si se considera 1la similitud existente entre el AMP-PCP y

el ATP, la diferencia entre el valor de l(i para este andlogo (14,01 3
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1,99 mM) y la K para el ATP (0,20 2 0,01 mM) suriere que el sitio de
unidn para el nucledtido es altamente especffico,

Con el objeto de correlacionar las variaciones estructurales de
los sustratos con la catdlisis se pueden evaluar los cambios en 1ls Km
y en la V, siempre que supongamos que la Km es una medida de la unién
del sustrato a la enzima y que la V es una medida de la constante de
velocidad catalftica, Estos supuestos, sin embargo, son v4dlidos solo en
condiciones de equilibrio rdpido, Por otra parte, Cleland (1975) y
Northrop (1975) han indicado que cuando no hay equilibrio rdpido V y
V/Km son las variables cinéticamente independientes. Usando este concep~
to Williams y Northrop (1978) analizaron los valores de V/Km junto con
los valores de V para distinguir entre efectos en la unidén y en la ca-
tdlisis, De este modo las modificaciones estructurales de los sustratos
que afecten a los pardmetros V y V/Km en el mismo sentido indicardn una
alteracidn de 1la catdlisis, mientras que aquellos cambios que afecten
a la unidén afectardn a V y V/Km en sentido opuesto,

Los resultados provenientes del anflisis segin Williams y Northrop
(1978) se muestran en la Tabla 11, donde podemos observar que las modi-
ficaciones en la base, en el azucar o en el grupo fosforilo o del ATP
producen cambios en el mismo sentido para V y V/Km, lo que indica un
efecto en la catflisis, La comparacidén del (RP)ATPABS con el ATF también
indica un efecto en 1la catdlisis, pero como el cambio en V/Km es mucho
mayor que el cambio en V, pensamos que esto sea indicativo de algin
efecto en la unidén, Es de interés hacer notar que el andlisis de los

resultados por el enfoque tradicional (cambios en 1la Km y en la V)
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Tabla 11

EFECTOS CINETICOS DE LAS DIFERENCIAS ESTRUCTURALES ENTRE

NUCLEOTIDOS®,
Nucledtido AV AV/K,
(veces)

ATP 1,00 1,00
dATP 0,69 0,53
ATP 1,00 1,00
(Rp)ATP S 0,44 0,26
ATP 1,00 1,00
(Rp)ATP/A3 S 0,01 0,0002
ATP 1,00 1,00
GTP 0,02 0,08
ATP 1,00 1,00
CTP 0,006 0,02
ATP 1,00 1,00
UTP 0,02 0,16

a
Datos obtenidos a partir de los valores que se dan en las

Tablas 3, 7 y 9.
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permite llegar a las mismas conclusiones obtenidas de acuerdo al método
de Williams y Northrop (1978),

Por otra parte, los cambios estructurales en el MVAPP producen un
efecto significativo en su actividad como sustrato, Asf, el reemplazo
de un oxfgeno por azufre en el fosfato terminal produce una notoria dis-
minucién de su actividad como sustrato (Tabla 6). En tanto que la meti-
lacién del grupo carboxilo (Hellig, 1962, Jabalquinto y Cardemil, re-
sultados preliminares), al igual que la coordinacidn del grupo difosfato
con Cr impiden que estos compuestos se unan al sitio activo de la enzima,
En cambio el reemplazo de uno de los hidrégenos del C-6 por fldor, hace
que el compuesto resultante sea un excelente inhibidor de la enzima
(Nave y col., 1985). E1 bajo valor de K; (37 nM) encontrado para este
compuesto ha llevado a estos autores a sugerir que el 6~fluormevalonato-
5-difosfato pudiera ser un andlogo del estado de transicidn,

Nuestros resultados permiten postular el siguiente esquema para el
mecanismo de accidén de la descarboxilasa difosfomevaldnica de higado de
pollo (Figura 26). Ambos sustratos se encuentran simultdneamente unidos

a la enzima en sitios adyaéentes y la reaccidn se inicia con la abs-

traccidn de un protén del hidroxilo del C-3 del MVAPP por un grupo bdsico

en la enzima (X en 1la Figura 26), seguida por un ataque nucleofilico del

oxigeno del C-3 sobre el fosforilo 'X del complejo lambda (b,Bf-biden-

~ tado del MgATP-Z en una reaccidn SN2 (p) que transcurre con inversidn

de la configuracidn en el fésforo. La unidn de los sustratos se facilita
por la presencia de a lo menos un residuo de arginina en el sitio activo

(Jabalquinto y col,, 1983),




Figura 26.

Posible esquema para el mecanismo de accidn de 1la

descarboxilasa difosfomevaldnica,
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Actualmente se estd investigando en nuestro laboratorio la identi-
dad del grupo X (Figura 26), Y parece posible que este Frupo sea el gru
po con un pK < 4 gque se visualiza en la grdfica de log V en funcidn
del pH (Figura 6). Un grupo con estas caracterfsticas podria correspon-
der a un residuo de Zeido aspdrtico o de  4cido glutdmico, Viola
y Cleland (1978) han asignado un papel similar al que nosotros postula-
MOs para este grupo con pK < 4 a un residuo de dcido aspdrtico del sitio
activo de la hexoquinasa de levaduras, aunque para esta enzima el pK de
ese residuo de aminodcido es 6,2,

El complejo metal-nucledtido al interactuar con 1a enzima lo puede
hacer a través de los grupos fosforilos o por algun ligando del metal,
Para distinguir en este aspecto se ha utilizado el complejo inerte
CrATP. En la mayorfa de las enzimas estudiadas, el CrATP es un inhibidor

competitivo cuando la interaccidn con la enzima se efectyda 2 través de

los oxfgenos de los grupos fosforilos (Dunaway-Mariano y Cleland, 1980b ).

En cambio, cuando 1la enzima interactda con el sustrato a través del

ién metdlico, como en el caso de la pirofosfatasa incrgdnica de levadura,
los complejos de Pirofosfato de Cr+3 no son inhibidores (Sperow y
Buttler, 1970),

En el caso de 1la descarboxilasa difosfomevaldnica Ya que tanto el
comple jo X’-monodentado como el (3,3’—bidentado del CrATP no actuaron
como inhibidores, se podrfa sugerir que el MgATP-z interactda con 1a
enzima a través del idn metdlico,

Este punto podrfa ser confirmado mediante técnicas de espectroscopfa

de resonancia magnética nuclear, Al respecto, el efecto pParamagnético
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del Mn+2 sobre la velocidad de relajacién longitudinal de los protones

del agua se ha usado para determinar el esquema de coordinacidn de

los complejos ternarios enzima-metal-sustrato (Mildvan, 1979),

-~z
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