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RESUMEN

La carboxiquinasa fosfoenolpirdvica (GTP/ATP: oxaloacetato carboxiliasa
(transfosforilante), EC 4.1.1.32/49), es una enzima clave en la gluconeogénesis, que
cataliza la descarboxilacién de oxaloacetato a fosfoenolpiruvato en presencia de un
nucle6tido de purina. En esta tesis se determinaron algunas caracteristicas estructurales
del sitio del GTP de la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica de higado de rata, analizando
tanto la emisién de sondas fluorescentes extrinsecas, como la fluorescencia de los
triptofanos de la enzima.

El sitio del nucle6tido de esta carboxiquinasa fue modificado selectivamente con
los reactivos fluorescentes dirigidos a sulfhidrilo, 1,5-I-AEDANS, pirenil maleimida o
pirenil yodoacetamida. En todos los casos se incorpor6 alrededor de un mol del reactivo
pormol de enzima, y paralelamente ésta perdié su capacidad catalitica. Laespecificidad
de la reaccién se vié confirmada por la deteccién de un tnico péptido fluorescente
después del tratamiento de cada uno de los aductos con tripsina. La enzima saturada con
GDPMn, no se inactivé ni incorporé los marcadores fluorescentes. Estos resultados
indican que existe una cistefna altamente reactiva en el sitio del nucleétido de la
carboxiquinasa fosfoenolpirivica.

El méximo de la emisi6én fluorescente del AEDANS unido a la enzima, estd
desplazado hacia el azul con respecto a la emisién de este fluor6foro en agua,
evidenciando un entorno de polaridad reducida para el sitio del GDP. En concordancia
con este resultado, los estudios de apagamiento de la fluorescencia mostraron una
accesibilidad limitada de la acrilamida a este sitio. Las determinaciones de anisotropia
de la fluorescencia indicaron que el movimiento del AEDANS en el interior de la

enzima no contribuye significativamente al tiempo de correlacién observado.
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El decaimiento de la pirenil maleimida unido a la carboxiquinasa present6 dos
componentes, que podrfan resultar de fluctuaciones estructurales en la protefna durante
el tiempo de vida de fluorescencia de este fluor6foro. La acrilamida no afect6 la
intensidad de la fluorescencia ni los tiempos de decaimiento de esta sonda, en tanto que
el yoduro apagé su fluorescencia dando un gréfico de Stern-Volmer no lineal. Con la
carboxiquinasa modificada con AEDANS, se demostré que el Nal induce un cambio
conformacional en la enzima.

Aumentando la temperatura y la concentracién del modificador se pudo marcar
con pirenil yodoacetamida una segunda cisteina del sitio del GDP de la carboxiquinasa
fosfoenolpirdvica. La enzima asf modificada contiene 2,17 moles de pirenil acetamida
por mol de protefna y presenta la emisi6n fluorescente del excimero del pireno ademds
de la fluorescencia monomérica. Se obtuvieron dos péptidos tripticos fluorescentes a
partir de este aducto y éstos fueron secuenciados. Uno de los péptidos se encuentra
marcadoen lacistefna 288, que es el residuo mds reactivo frente a pirenil yodoacetamida.
El péptido que contiene el segundo residuo que forma el excimero, incluye las cisteinas
407 y 413. En este trabajo no fue posible definir cudl de estos residuos estd modificado
con pirenil yodoacetamida, pero se pudo demostrar que estas cisteinas se encuentran
vecinas en la estructura tridimensional de la proteina nativa, puesto que ademds de
formar excimero se oxidan a un disulfuro por reaccién con dcido bis-ditio nitrobenzoico
(DTNB). Estos experimentos también permitieron probar que la cistefna 288 es el tiol
més reactivo frente a DTNB en la PEPCK de rata y que la cistefna vecina es la que le
sigue en reactividad dentro del conjunto de 13 cistefnas que contiene la enzima.

Los estudios de la fluorescencia intrinseca, demostraron que el promedio de la
poblaci6n de triptofanos responsables de laemisi6én en esta enzima estd s6lo parcialmen-
te accesible al solvente. El méximo de la emisién fluorescente de estos residuos se
encontré a 335 nm y s6lo una pequefia proporcién de su fluorescencia fue apagada por
Nal y CsCl.

La uni6n de los sustratos y productos nucleotidicos apag6 notablemente la emisién
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de los triptofanos de la carboxiquinasa. Ademds, el GDP, IDP e ITP disminuyeron
notablemente el grado de desactivacién por Nal de estos residuos. En conjunto, estos
resultados inducen a pensar que la uni6én de los nucleétidos producirfa un cambio
conformacional en la carboxiquinasa. La disminucién de la fluorescencia de los
triptofanos por la unién de GDP, IDP o ITP, permiti6 calcular los valores de las

constantes de disociacién de estos sustratos desde la enzima.
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ABSTRACT

Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP/ATP: oxaloacetate carboxy-lyase
(transphosphorylating), EC 4.1.1.32/49) plays akey role in gluconeo genesis, catalyzing
the nucleotide-dependent decarboxylation of oxaloacetate. In this work, some structural
features were determined for the nucleotide site of the rat liver enzyme from the
fluorescent properties of extrinsic probes as well as from tryptophan emission.

Reaction with the thiol-specific reagents 1,5-I-AEDANS, pyrenyl maleimide or
pyrenyl iodoacetamide, resulted in complete loss of enzyme activity, concomitant with
the incorporation of about one mole of the reagent per mole of enzyme. The specificity
of the reaction was further supported by the detection of a single fluorescent peptide
from the three trypsin-treated adducts. In all cases, GDPMn afforded complete protection
from inactivation and labeling. These results showed the existence of a highly reactive
cysteine at the nucleotide site of the enzyme.

The emission band of AEDANS bound to phosphoenolpyruvate carboxykinase
was blue shifted relative to the emission of this probe in water, thus evidencing an
environment of reduced polarity for the GDP site. Quenching studies showed limited
accesibility for acrylamide to the AEDANS site and anisotropy determinations showed
restricted mobility for this probe in the labeled enzyme.

The fluorescent decay of pyrenyl maleimide in the enzyme was biexponential,
probably due to structural fluctuations of the protein during the fluorescence lifetime
of the probe. Acrylamide addition did not affect the pyrene fluorescence while iodide
decreased its emission giving a non linear Stern-Volmer plot. In the AEDANS modified

enzyme, a conformational change induced by Nal was evidenced.




A second residue in the GDP site of phosphoenolpyruvate carboxykinase was
modified with pyreny! acetamide under conditions of higher temperature and reagent
concentration. This adduct contained 2.17 moles of pyrenyl acetamide bound per mole
of enzyme, and showed excimer fluorescence. Two fluorescent tryptic peptides were
obtained from this adduct, and were sequenced. One of them was modified at cysteine
288, that is thus the most reactive thiol towards pyrenyl iodoacetamide in rat liver
carboxykinase. The second peptide contained cysteines 403 and 407. The position of the
labeled residue in this peptide could not be determined unequivocally but our results
demonstrated that the two cysteines involved in excimer formation are vicinal in the
structure of the native enzyme, since they are transformed to a dithiol by reaction with
bis-dithionitrobenzoic acid (DTNB). Th;:se experiments also showed that cysteine 288
is the most reactive thiol towards DTNB and that the vicinal cisteine is the second most
reactive residue in the enzyme.

Tryptophan fluorescence determinations of the native enzyme showed that the
average of emiting residues is only partially accessible to the solvent. The emission
maximum was found at 335 nm and only a small fraction of the fluorescence was
quenched by Nal and CsCl. Intrinsic fluorescence was considerably decreased upon
binding of the nucleotide substrate and products. Besides, GDP, IDP and ITP markedly
reduced the degree of quenching by Nal. These results suggest that guanosine and
inosine nucleotides induce conformational changes in phosphoenolpyruvate
carboxykinase. The dissociation constants of these ligands were determined

from the observed fluorescence changes.
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I. INTRODUCCION

La descarboxilacién del 4cido oxaloacético a 4cido fosfoenolpirdvico
(ecuaci6n 1), es una reaccién clave en la biosfntesis de glucosa a partir de piruvato,
amino4cidos o intermediarios del ciclo de Krebs (Utter y Kolenbrander, 1972; Gancedo
y Schwerzmann, 1976). Esta reaccién es reversible y consiste en la transferencia de un
grupo fosforilo desde un nucle6tido a la forma enélica del piruvato. Es catalizada por
las carboxiquinasas fosfoenolpirdvicas (PEPCKs), GTP/ATP:oxaloacetato carboxiliasa
(transfosforilante) E.C. 4.1.1.32/49 , enzimas que tienen un importante papel en la

modulacién de la gluconeogénesis.
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Las carboxiquinasas fosfoenolpirdvicas se encuentran ampliamente distribuidas
en la naturaleza (Utter y Kolenbrander, 1972; Weldon y col., 1990) y requieren un
nucle6tido de purina (GTP, ITP o ATP) y un ion metélico bivalente (Mn** 0 Mg*?) para
su actividad.

Ademés de participar en la biosintesis de glucosa a partir de precursores de 3y
4 carbonos, en algunos organismos esta enzima participa en el catabolismo de
aminodcidos (Urbina y Azavache, 1984) y en la fermentacién de glucosa a succinato,
(Engel y col. 1987).

Se han aislado carboxiquinasas fosfoenolpirtvicas desde sistemas muy diversos,

como el higado de ave (Hebda y Nowak, 1982a), cerdo (Hung y Silverstein, 1978), rata




(Colombo y col., 1978), rifién de oveja (Barns y Keech, 1972a), Saccharomyces
cerevisiae (Tortora y col., 1985), Escherichia coli (Medina y col., 1990), plantas
C, (Burnell, 1986) y Trypanosoma cruzi (Urbina, 1987). Este grupo de enzimas se ha
purificado ahomogeneidad y se haencontrado que ellas presentan marcadas diferencias
en su estructura cuaternaria y en la especificidad por el nucle6tido. Segin la fuente de '
que se obtenga la enzima, ésta reconoce distintos rasgos estructurales en la porcién que
corresponde a la base nitrogenada de este sustrato.

Las carboxiquinasas aisladas desde tejidos animales, utilizan exclusivamente
nucle6tidos de guanina o inosina y son mon6émeros de alrededor de 70 kDa (Utter y
Kolenbrander, 1972). Por otra parte, las PEPCKs aisladas desde microorganismos y
plantas son especfficas para nucle6tidos de adenina y la mayorf{a contiene entre 2y 6
subunidades con masas moleculares entre 42 y 64 kDa (Miiller y col., 1981; Burnell,
1986; Urbina, 1987; Osteras y col., 1991 ).

En animales se han descrito dos isoenzimas estructuralmente diferentes, citosélica
y mitocondrial, que se pueden diferenciar por sus propiedades inmunolégicas, carga
y capacidad de ser moduladas por cambios hormonales y nutricionales (Ballard y
Hanson, 1969; Watford y col., 1981; Hod y col., 1982). El higado de rata contiene casi
exclusivamente la isoenzima citos6lica (Ballard y Hanson, 1969), al igual que el higado
de hamster (Nordlie y Lardy, 1963). En cambio en el higado de ave (Hebda y Nowak,
1982a), la enzima se encuentra exclusivamente en las mitocondrias. Otros tejidos
animales como el higado de cerdo, conejo y humano, contienen cantidades apreciables
de ambas isoenzimas (Nordlie y Lardy, 1963; Holten y Nordlie,1965; Wieland y col.,
1968; Brech y col., 1970).

Se ha determinado la estructura de los genes de las PEPCKs citos6lica de higado
de rata (Beale y col., 1985), citos6lica de rifién de pollo (Cook y col., 1986),
mitocondrial de higado de pollo (Weldon y col., 1990) y de Drosophila melanogaster
(Gundelfinger y col., 1987) (dependientes de GTP), asi como la estructura de los genes
de las PEPCKs de Saccharomyces cerevisiae (Stucka y col., 1988), E. coli (Medina

y col., 1990) y Rhizobium (Osteras y col., 1991) (dependientes de ATP). A partir de




las secuencias de los respectivos DNAs complementarios, se ha deducido la secuencia
de amino4cidos de estas protefnas, encontrdndose entre un 56 y un 84% de similitud para
las PEPCKs dependientes de GTP. Las PEPCKs dependientes de ATP muestran
alrededor de un 50% de similitud, mientras que no hay ninguna similitud significativa
entre las PEPCKs de uno y otro grupo. Sin embargo, existen‘ algunas secuencias;
conservadas en las PEPCKs de ambos grupos, que corresponden a secuencias postula-
das como probables sitios de unién de los grupos fosforilo de los sustratos (secuencias
de consenso)(Cook y col.,, 1986).

Las secuencias de consenso para la uni6n del nucle6tido, han sido predichas
basindose en los anglisis estructurales cristalogréficos descritos para el sitio del GTP
del factor de elongacién Tu de E. coli (Jurnak, 1985). Se ha comprobado que estas
secuencias aparecen conservadas en una serie de otras protefnas que unen GTP (Dever
y col., 1987), 1o que induce a pensar que ellas contienen sitios similares para la unién
del nucleétido. Recientemente se logr6 cristalizar el dominio catalitico de otra proteina
que une GTP, la protefna p21 , codificada por el gen Ha-ras humano, y se pudo resolver
su estructura tridimensional por difraccién de rayos X (Wittinghofer y Pai, 1991). En
esta protefna efectivamente existen en el sitio del nucleétido, las secuencias de consenso
que habfan sido postuladas en base a las consideraciones anteriores.

Las dos secuencias de consenso para la unién de los fosforilos del nucleétido
(GH-X-X-X-X-Gli-Lis y Asp-X-X-Gli) aparecen en la estructura primaria de las
PEPCKs de rata, pollo, levadura, Trypanosoma brucei’y Drosophila (Cook y col., 1986;
Alvear y col., 1992; Gundelfinger y col., 1987). La secuencia que fue postulada para
el sitio de uni6én del PEP en base a comparaciones con el sitio de unién de este sustrato
en otras proteinas (Cook y col., 1986) aparece también en las PEPCKSs de rata y pollo
(Cook vy col., 1986; Weldon y col., 1990).

En el factor de elongacién Tu de E.coli y en la protefna p21 existe una secuencia
relacionada con la uni6én de la guanina (Asn-Lis-X-Asp). Se piensa que el carboxilato
del 4cido aspédrtico en esta secuencia interactuaria con el grupo amino de la base

nucleotidica (Jurnak,1985; Wittinghofer y Pai, 1991). Esta secuencia también aparece



en la estructura primaria de las PEPCKs citos6licas de rata y pollo con el residuo de
4cido aspértico reemplazado por un triptofano (Asn-Lis-X-Trp) (Devery col., 1987).
Este hecho darfa cuenta de la capacidad de estas enzimas de usar indistintamente
nucle6tidos de guanina o inosina, puesto que no existe en la protefna el punto de
reconocimiento del grupo amino del anillo de la base purica. -

Cabe hacer notar que, atin cuando se ha informado la secuencia primaria de
diversas carboxiquinasas fosfoenolpirivicas, se conoce poco acerca de la estructura de
sus sitios activos. Considerando que no hay similitud significativa en las estructuras
primarias de PEPCKs dependientes de GTP y ATP, pero que ciertas secuencias aparecen
conservadas en los dos grupos de enzimas, podrian esperarse diferencias y similitudes
en la estructura del sitio del nucle6tido, determinadas por el plegamiento tridimensional
de la protefna. Resulta particularmente interesante entonces, comparar el sitio del

nucleétido de las carboxiquinasas dependientes de GTP y ATP.

Por otra parte, a diferencia de los escasos trabajos que se han descrito acerca de
la caracterizacién de los sitios de unién y cataliticos de las PEPCKs, existen numerosos
estudios cinéticos y estereoquimicos dedicados a la dilucidacién de su mecanismo
catalitico (Ash y col., 1990; Hwang y Nowak, 1989; Chen y col., 1991b; Sheu y col.,
1984; Konopka y col., 1986; Jabalquinto y Cardemil, 1992).

En la carboxiquinasa de higado de pollo, se ha obtenido importante informaci6n
acerca de las restricciones geométricas del sitio activo, usando andlogos de los sustratos
fosforilados. Se halogrado concluir que la enzima presenta un alto grado de especificidad
con respecto al fosfoenolpiruvato, enlareaccién de carboxilacién. Elandlogo fluorado
3-Z-F-PEP es sustrato de la carboxiquinasa y presenta un valor de Vmax/Km, corres-
pondiente a un 76% del de la reaccién medida con el sustrato natural (Duffy y Nowak,
1984). Con 3-Z-Br-PEP, 3-E-F-PEP, E y Z fosfoenol a-cetobutirato, no se pudo
detectar actividad enzimdtica, aunque estos compuestos resultaron ser inhibidores
competitivos con respecto al PEP (Duffy y Nowak, 1984; Duffy y col., 1982). Estudios

de resonancia magnética nuclear y dicrofsmo circular demostraron que estos inhibidores




interactdan con el sitio activo de la enzima en forma diferente a los sustratos fosfoe-
nolpiruvato y Z-F-fosfoenolpiruvato (Hwang y Nowak, 1989; Duffy y Nowak, 1985).
Adem4s, midiendo la reacci6n de carboxilacién con 3-Z-F-PEP como sustrato, s€
determin que el CO, se adiciona a la cara 2-si, sobre el plano del C-3 del PEP, mientras
que el Mn?* interactda con esta molécula desde la cara 2-re (Hwang 'y Nowak, 1986).

Por otra parte, no se han descrito andlogos del oxaloacetato que sean utilizados
como sustratos de alguna carboxiquinasa. Una gran variedad de andlogos estructurales
de este sustrato han sido ensayados como inhibidores de la PEPCK de pollo, con
resultados negativos (Guidinger y Nowak, 1990). Una excepcion la constituye
el B-sulfopiruvato, que es inhibidor competitivo con respecto al oxaloacetato, en la
PEPCK mitocondrial de pollo (Ash y col., 1990) y en la PEPCK de levadura
(Jabalquinto y Cardemil, 1992). Las carboxiquinasas de higado deratay pollo catalizan
la fosforilacién de dcidos carboxflicos a-sustituidos (Ash y col., 1990), de lo que se
pudo inferir que el oxaloacetato es primero descarboxilado a la forma endlica del
piruvato, y luego fosforilado por el MgGTP unido a la enzima. E1 GTP actua como
agente fosforilante de los dcidos glicélico y DL-B-clorol4ctico, en tanto que piruvato e
hidroxipiruvato que no contienen un hidroxilo en el carbono o, propio de la forma
en6lica del sustrato, no son fosforilados por la carboxiquinasa bajo las mismas
condiciones (Ash y col., 1990).

Utilizando los tiofosfatos quirales,(Rp)-(B,y-'*0,y-'*O)GTPYS y (Rp)-(B.y-
130,y-1%0)ITPYS, se pudo determinar el curso estereoquimico de la transferencia de
fosforilo en las carboxiquinasas mitocondrial y citos6lica respectivamente (Sheuycol.,
1984; Konopka y col., 1986). La reacci6n procede con inversién neta de la configura-
ci6n en el f6sforo, ya que se forma (Sp)-(**0)-tiofosfoenolpiruvato en los dos casos.
Estos resultados estdn de acuerdo con un mecanismo de desplazamiento simple en el
cual el fosforilo es transferido directamente desde el nucleétido al enolpiruvato
generado por descarboxilacién del oxaloacetato.

Las carboxiquinasas fosfoenolpirdvicas requieren en forma absoluta de dos moles

de un ion met4lico bivalente (Lee y col., 1981; Colombo y col, 1981). El papel del metal




en la catélisis se pudo conocer en detalle mediante estudios cinéticos y de resonancia
magnética en las PEPCKs de rata y pollo (Colombo y col., 1981; Colombo y Lardy,
1981; Hebda y Nowak, 1982b). Los resultados cinéticos, asf como los estudios de EPR
y de la velocidad de relajaci6n de los protones del H,O unida al Mn?** (PRR), indicaron
que un mol de un metal de transicién (Mn*,Co*,Cd*) se une directamente a laenzima
actuando como activador en la transferencia del fosforilo. El metal unido a la enzima,
interactida con el fosforilo del sustrato enélico a través de la segunda esfera de
coordinaci6n (Colomboy col., 1981; Colomboy Lardy, 1981; Hebda y Nowak, 1982b).
El otro jon metdlico (Mg, Mn* o Co*) se encuentra formando un complejo con la
porcién fosforilada del nucle6tido, el cual se une ala enzima en un sitio diferente al del
metal activador (Lee y Nowak, 1984).

En el esquema I, aparece la disposicién espacial propuesta para los sustratos en
el sitio activo de la carboxiquinasa fosfoenolpirivica, asf como algunos aspectos de la
respectiva transformacién catalitica deducidos a partir de los datos mecan{sticos

descritos anteriormente.
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Con respecto a la caracterizacién de aminodcidos del sitio activo de laenzima, lamayor
parte de los estudios descritos se relaciona con la existencia de cisteinas altamente
reactivas en esta zona. Todas las PEPCKs estudiadas hasta la fecha, excepto la
carboxiquinasa aislada de E. coli (Jabalquinto A.M., datos no publicados), son
inactivadas por modificadores de grupos sulfhidrilo, como el dcido bis-ditionitrobenzoico,
la N-etil maleimida o el yodoacetato (Barns y Keech, 1972b; Carlson y col., 1978,
Makinen y Nowak, 1989). En la mayorfa de los casos existen pruebas de que la
modificacién ocurre en o cerca del sitio de uni6n de los sustratos.

La carboxiquinasa de rifién de oveja presenta dos SH esenciales, uno relacionado
con la carboxilaci6n y otro en el sitio del GDP (Barns y Keech, 1972b). La PEPCK de
higado de cerdo es inactivada por p-Cl-mercuribenzoato (Chang y Lane, 1966) y por
1,5-I-AEDANS, un reactivo fluorescente especifico para tioles (Silverstein y col.,
1979). La carboxiquinasa de Saccharomyces cerevisiae se modifica especificamente
con 1,5-I-AEDANS, en un sulfhidrilo del sitio del ATP (Encinas y col., 1990).
Recientemente se demostré que el residuo modificado corresponde a la cisteina 364
(Alveary col., 1992). Experimentos con DTNB y con reactivos especificos para ditioles
(arsenito-BAL y 6xido de fenilarsina) indicaron que esta enzima contiene tioles vecinos
y monotioles reactivos en la regi6n de unién de los sustratos (Cardemil y col., 1990).
Sin embargo, estos grupos tendrfan un cardcter no esencial desde el punto de vista de
la catdlisis puesto que su modificacion no inactiva completamente la enzima. La
presencia de dos sulfhidrilos espacialmente cercanos en el sitio del nucledtido de la
carboxiquinasa de levadura tambien fue puesta en evidencia estudiando la interacci6n
de la enzima con pirenil yodoacetamida, reaccién en la que se forman cantidades
considerables del excimero del pireno (Cardemil y col., 1990).

La quimica de sulfhidrilos de la carboxiquinasa citosélica de higado de rata ha
sido muy estudiada (Carlson y col, 1978; Lewis y col, 1989a,b). La enzima contiene
13 cisteinas, de las cuales dos se modifican selectivamente cuando se hace reaccionar
la protefna con cantidades estequiométricas de DTNB (Carlson y col., 1978). Bajo estas

condiciones se pierde completamente la actividad enzimdtica y se liberan dos moles de



tionitrobenzoato por mol de enzima, lo que demuestra que las dos cistefnas forman un
puente disulfuro. Usando concentraciones mds altas de DTNB, se encontr6é que hay en
la enzima dos pares adicionales de cisteinas que pueden formar puentes disulfuro
(Carlson y col., 1978). Un estudio més detallado revel la presencia de una cisteina
altamente reactiva frente a cumarinil maleimida y esencial parzi la actividad, que fue
identificada como la cistefna 288 en la secuencia primaria (Lewis y col., 1989a). La
hiperreactividad de esta cistefna es la responsable de la alta sensibilidad de la enzima
al oxigeno (Colombo y col., 1978 ) y puede atribuirse a que este residuo presenta un
pKade 7,0 (Lewis y col., 1989a). Este valores considerablemente més bajo que el pKa
del grupo sulfhidrilo de la cistefna libre, Ademds, la cisteina 288 podria corresponder
al residuo m4s reactivo con DTNB, cuya modificacién inactiva la enzima. Sin embargo,
este punto no ha sido demostrado en los trabajos descritos hasta la fecha.

Lewis y colaboradores (1989a), postulan que la cisteina 288 dela carboxiquinasa
de rata se encontrarfa ubicada en o cerca del sitio del nucle6tido en base al patrén de
protecci6n por los sustratos, frente a lamodificacién con cumarinil maleimida. Ademds,
este residuo se encuentra en un segmento de la protefna ubicado entre dos de las
secuencias de consenso propuestas para la unién del fosforilo del nucleétido (Cook y
col., 1986). En conjunto, estos datos apuntan a la localizaci6n de la cistefna 288 enel
sitio activo de la carboxiquinasa de rata. Las pruebas obtenida con otros reactivos
modificadores, apuntan en el mismo sentido. Es asf como el marcador por afinidad del
sitio del nucle6tido 5'-p-F-sulfonilbenzoil guanosina, inactiva la enzima de rata (Jadus
ycol., 1981). Aunque no se identific6 el residuo modificado, éste es probablemente una
cistefna, residuo que reacciona en forma especifica con este modificador en la quinasa
pirdvica (Tomich y col., 1981). Datos mds recientes con el andlogo de fotoafinidad 8-
azido GTP demostraron que existen dos cistefnas vecinas en el sitio del nucleétido de
la PEPCK de rata, que forman un ditiol como resultado de la reaccién de fotoafinidad
(Lewis y col., 1989b).

Por otra parte, no se detect6 la presencia de tioles vecinos en el sitio activo de la

carboxiquinasa de higado de pollo (Makinen y Nowak, 1989} a diferencia de lo que




ocurre con las PEPCKs de rata y levadura. La carboxiquinasa de pollo contiene una
cistefna altamente reactiva frente a DTNB o yodoacetato cuya modificacién suprime la
actividad enzimética (Makinen y Nowak, 1989). Estudios de EPR en la enzima
modificada con un marcador de espin derivado del yodoacetato, demostraron que este
residuo no se encuentraen el sitio activo sino sélo cercade ély q_ue notiene participaéién
directa en la catdlisis (Makinen y Nowak, 1989). Pruebas recientes obtenidas con el
modificador o-ftalaldehido, indican que la cistefna 31 y la lisina 39 de la PEPCK
mitocondrial de pollo forman parte del sitio del oxaloacetato/fosfoenolpiruvato (Chen
y col., 1991a). El péptido que lleva el par cistefna-lisina reactivo estd parcialmente
contenido en el dominio de unién propuesto para el PEP en esta enzima (Cook y col.,
1986). Este par de residuos se encuentran espacialmente préximos, condicién necesaria
para que se forme un anillo de isoindol entre los grupos amino y sulfhidrilo de la
enzima y el modificador o-ftalaldehido. Ademds, los autores demostraron que el
yodoacetato reacciona con una cistefna diferente de la cisteina 31 (Cheny col.,1991a).
Recientemente se inform6 que la cistefna 273 de 1a PEPCK mitocondrial de pollo, reacciona
en forma especifica con el andlogo del nucle6tido, GDP dialdehido (Nowak y col., 1992).

Ademds de la participacién de residuos de cistefna, se ha inferido la existencia de
residuos de lisina, arginina e histidina en o cerca del sitio de uni6n de los sustratos de
diversas PEPCKs (Malebrdn y Cardemil, 1987; Cheng y Nowak, 1989 a,b; Saavedra
y col., 1988). Dado que tres de los sustratos de la enzima son compuestos fosforilados,
es probable que los grupos guanidinio y amino de estos residuos contribuyan a estabilizar
sus cargas negativas. En numerosas otras enzimas s¢ ha demostrado la presencia de
argininas en los sitios de unién de nucledtidos u otros sustratos fosforilados (Choiy Mc.
Cormick, 1981; Eun y Miles, 1984). Ademds, las secuencias de consenso que han sido
propuestas para la unién de los nucleétidos y el fosfoenolpiruvato en las PEPCKs
citos6licas de rata y pollo, incluyen residuos de arginina y lisina (Cook y col., 1986;
Dever y col., 1987).

Usando fenilglioxal como reactivo modificador, se pudo demostrar la existencia

de dos residuos de arginina en el sitio activo de la PEPCK de pollo, que participarian
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enlaactivacion del CO, (Cheng y Nowak, 1989a). Por otra parte, en la carboxiquinasa
de levadura se demostr6 la existencia de argininas altamente reactivas en el sitio del
Mn*? y de los sustratos fosforilados (Malebrdn y Cardemil, 1987). Los datos obtenidos
con ATP dialdehido en esta dltima enzima estdn de acuerdo con la existencia de una
lisina en el sitio del nucle6tido (Saavedra y col., 1988). Por otra parte, la modificacién
de la lisina 141 de la enzima de pollo con piridoxal fosfato, inactivé totalmente la
enzima, siendo la reacci6n completamente inhibida por los sustratos fosforilados
(Guidinger y Nowak, 1991; Nowak y col., 1992). Finalmente, se ha descrito la
participaci6n de una histidina funcional en o cerca del sitio del fosfoenolpiruvato de
la PEPCK mitocondrial de higado de ave, usando dietilpirocarbonato como modifica-
dor (Cheng y Nowak, 1989D).

Una metédica alternativa a las anteriormente mencionadas para el estudio de la
estructura de proteinas es la espectroscopia de fluorescencia. Esta técnica ha sido
ampliamente utilizada para obtener informaci6én acerca de la estructura y la dindmica
de estas macromoléculas (Lakowicz, 1983). Esta informacién se puede obtener midien-
do la fluorescencia intrinseca de la protefna (de los triptofanos o tirosinas) o alternati-
vamente incorporando a ésta una molécula fluorescente extrinseca unida a un sitio de
interés. La fluorescencia, tanto en estado estacionario como resuelta en el tiempo del
fluoréforo en estudio, puede proporcionar informacién acerca de su entorno local, sus
propiedades de movilidad, accesibilidad al solvente y acerca de las propiedades
hidrodindmicas de la proteina y de sus complejos con ligandos (Lakowicz, 1983;
Lakowicz, 1986).

En general, interesan tres tipos de fenémenos asociados a la fluorescencia: la
emisién, la desactivacion de la emision (disminucién de la fluorescencia por efecto de
una molécula apagadora) y la variaci6n de la anisotropfa debido a difusion rotacional.

La fluorescencia de los triptofanos ha sido utilizada para detectar perturbaciones
conformacionales en protefnas, pues es muy sensible acambios en las caracteristicas del

microentorno (Beechem y Brand, 1985; Alcala y col., 1987b). El grado de exposicién
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al solvente, asf{ como las interacciones especificas entre el indol y los distintos grupos
polares de la proteina, pueden cambiar la posicién de la banda de emisién de los
triptofanos (Burstein y col., 1973; Jameson y col., 1987). El valor de los tiempos de
decaimiento de la fluorescencia de estos residuos también depende de miiltiples factores,
como la cercanfa de residuos apagadores (histidina, arginina, metionina y cisteina) y el
grado de solvatacién (Beecham y Brand, 1985; Alcala y col., 1987b). De hecho, en
distintas protefnas, los valores de tiempo de decaimiento de los triptofanos varfan en
un rango muy amplio, que va entre 10 y 0,02 ns (Beechem y Brand, 1985). Tanto el
méximo como la intensidad de laemisién fluorescente de estos residuos en una proteina,
pueden verse afectados por la uni6n de ligandos pequefios, asociacion con otras
protefnas o por factores que lleven a su desnaturacién (Pearce y Hawrot, 1990; Berger
y Evans, 1991; Lakowicz, 1983; Beechem y Brand, 1985; Grinvald y Steinberg, 1976).

Por otra parte, la posicién del espectro de emisién de algunas sondas fluorescentes
extrinsecas presenta marcados desplazamientos al cambiar la polaridad del solvente
(Hudson y Weber, 1973; Dodiuk y Kosower, 1977; Kosower y col., 1983; Puriy col.,
1985). Por esta razén, fluor6foros como los amino naftalenosulfonatos han sido muy
utilizados para inferir polaridad en sistemas biolégicos (Azzi, 1975; Franzen y col.,
1980; First y Taylor, 1989; Encinas y col., 1990). Ademds, estas sondas presentan un
tiempo de decaimiento de fluorescencia relativamente largo, apropiado para estudios
de apagamiento y determinaciones de tiempos de correlacién rotacional (Encinasy col.,
1990; Leavis y col., 1984).

Paralos derivados del pireno, el decaimiento de 1a fluorescencia depende marcadamente
del microentorno. La presencia de H,0, etanol o acrilonitrilo afecta los valores de
tiempo de decaimiento de este fluoréforo (Encinasy col., 1989) y ademds, la fluorescencia
del pireno es apagada por diversos aminodcidos como triptofano, histidina y metionina
(Encinas y Lissi, 1985b; Encinas y Lissi, 1986; Encinas, M.V., datos no publicados).
Por otra parte, la incorporacién de dos residuos de pireno a sitios adyacentes de una
protefna puede llevar a la formacién de cantidades variables de un dimero del pireno en

el estado excitado (excimero), cuya fluorescencia en muchos casos cambia debido a
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interacciones con otras protefnas o moléculas pequefias. Por ejemplo, la fluorescencia
del excfmero que se forma en la tropomiosina marcada con pirenil yodoacetamida ha
permitido estudiar el mecanismo de la asociacién entre cadenas en esta proteina
(Graceffa y Lehrer, 1980; Burtnick y col., 1988; Ishii y Lehrer 1990). En conjunto, estas
propiedades del croméforo del pireno 1o hacen apropiado para detectar fluctuaciones
conformacionales en protefnas (Kouyama y Mihashi, 1981; Kurtenbach y Verjovski-
Almeida, 1985).

Por otra parte, los estudios de desactivacién o apagamiento permiten detectar el
grado de exposicioén de un grupo fluorescente al solvente y por lo tanto informan acerca
de su ubicaci6én en la proteina (Eftink y Ghiron, 1981). El apagador desactiva los
fluoréforos expuestos y si puede penetrar o difundir en la matriz de la proteina,
desactivar4 también residuos interiores (Somogyiy col., 1985; Richelli y col., 1987).
Esto dltimo depende de la estructura del apagador. Los apagadores i6nicos como I' y
Cs* se encuentran altamente hidratados en la solucién y ésto junto con su carga, les
impide el acceso a regiones interiores de la protefna (Burstein y col., 1973; Lehrer,
1971). Por ejemplo, en la lisozima del bacteri6fago T4, que contiene tres triptofanos,
se ha demostrado que la eficiencia de la desactivacién por yoduro se correlaciona con
el grado de exposicién de estos residuos, que ha sido determinado por estudios
cristalogrificos (Harris y Hudson, 1990). Los efectos locales de carga afectan
marcadamente la eficiencia de los apagadores iénicos (Lehrer, 1971).

Las moléculas neutras como el oxigeno o la acrilamida, pueden moverse hacia el
interior de la protefna aprovechando las fluctuaciones estructurales que dejan espacios
en la matriz (Eftink y Ghiron, 1984). El oxigeno es un apagador no selectivo, que
difunde facilmente al interior de la proteina y apaga eficientemente fluor6foros muy
embebidosen ella (Lakowicz y Weber, 1973). La acrilamida, en cambio es una molécula
m4s grande y su difusién puede presentar un grado de dificultad variable (Eftink y
Ghiron, 1976a, 1977). De hecho, los triptofanos de distintas proteinas presentan
constantes de apagamiento por acrilamida que fluctian entre 4x10° y 5x10° M'ls™!

(Eftink y Ghiron, 1976a). En general, las constantes de apagamiento por acrilamida




representan un promedio de las constantes de los fluor6foros expuestos e interiores.
Ademds, es importante considerar que la eficiencia del apagamiento por acrilamida
puede verse muy afectada por la polaridad del entorno en el que ocurre el encuentro
fluor6foro-desactivador (Encinas y col., 1983; Eftink y col., 1987; Encinas y Lissi,
1985a). Las determinaciones de la eficiencia del apagamiento en compuestos modelo
disueltos en distintos solventes, pueden tomarse como referencia para interpretar los
datos obtenidos con la protefna (Encinas y col., 1990; Eftink y Ghiron,1976b; Richelli,
1990).

El trabajo que se describe en esta tesis, se refiere ala caracterizacién del sitio del
nucle6tido de una PEPCK perteneciente al grupo dependiente de GTP, la PEPCK
citosélica de higado de rata, y forma parte de un estudio dirigido a comparar los sitios
del ATP y del GTP en PEPCKs con distinta especificidad. Recientemente, se han
descrito las propiedades fisicoquimicas del sitio del ATP de la PEPCK de levadura
modificada con AEDANS y con pirenil acetamida (Encinas y col., 1990; Cardemil y
col., 1990), y también se ha demostrado que el ATP induce un cambio conformacional al
unirse a la carboxiquinasa de E.coli (Encinas y col., 1992).

Especificamente, nos propusimos explorar la posibilidad de unir covalentemente
una sonda fluorescente a residuos de cisteina en el sitio del GTP de la carboxiquinasa
de higado de rata. Estos residuos constituyen un blanco apropiado, puesto que hay
pruebas de que varias cistefnas de esta enzima forman parte del sitio del nucle6tido y
que una de ellas es hiperreactiva con derivados de la maleimida y con DTNB (Lewis
y col., 1989a; Carlson y col., 1978).

La modificacién quimica ha sido ampliamente usada para identificar grupos
funcionales o bien para marcar sitios de interés en proteinas. La principal desventaja
de estaaproximacién es la falta de especificidad frente a las numerosas clases de grupos
reactivos que contienen estas macromoléculas. Sin embargo, controlando las condicio-
nes de reaccién, muchas veces se puede restringir la reactividad de un modificador a

undnicotipo deresiduoy obtener considerable informacién acerca de su funcionalidad.
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Con respecto alos modificadores que son utilizados en esta tesis (esquemaII), dos
son derivados de la yodoacetamida (1,5-I-AEDANS vy pirenil yodoacetamida) que
reaccionan especificamente con sulfhidrilos de enzimas (Franzen y col., 1980; Kouyama
y Mihashi, 1981; Burtnick y col., 1988). Ademds, se ha demostrado que la yodoacetamida
reacciona a pH neutro con tioles y no con.los grupos amino o hidroxilo de residuos de
aminodcido (Means y Feeney, 1971). Del mismo modo, se han descrito numerosos ¢asos
de marcacién especifica de protefnas en residuos de cisteina, con derivados de la
maleimida (Saito-Nakatsura y col., 1987; Graceffa y Lehrer, 1980; Burinick y col,,
1988; Kurtenbach y Verjovski-Almeida, 1985). En ningiin caso se detectd la adicién de
otros nucleéfilos de las protefnas al doble enlace de 1a maleimida, en competencia con

el ataque de los grupos sulfhidrilo.

NH——(CHzlz—'NH—'CU_CHZ-{

503H
1,5-[~AEDANS

S0 NH=CO-CHg -I

S5 S

N-{1-Pirenii) Maleimida N-={1-Pirenil} Yodoacetamida

ESQUEMA 1I

Otro punto importante es la especificidad en cuanto a marcar el residuo de interés
dentro del conjunto de las 13 cistefnas que contiene la PEPCK de rata. Se ha demostrado
que la cistefna mas reactiva de estaenzimareacciona con concentraciones estequiométricas
de derivados de lamaleimida, a pH 7y O°C, auna velocidad tal que su cinéticano puede

ser determinada por métodos convencionales (Lewis y col., 1989a). Las otras cisteinas
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de la enzima presentan una reactividad mucho menor, puesto que no se marcan con

cumarinil maleimida bajo las condiciones anteriores (Lewis y col., 1989a). Estos

antecedentes entonces, hacen factible 1a marcaci6n especifica de una cistefna del sitio

del nucle6tido de la PEPCK de rata, hecho que se comprob6 durante el desarrollo de este

Lrabajo. ) ‘ .
En la enzima asf modificada, se determinaron las propiedades de fluorescencia de

las sondas y estos estudios fueron complementados con determinaciones de la fluorescencia

de los triptofanos. La PEPCK de higado de rata contiene 16 triptofanos (Beale y col.,

1985), una poblacién demasiado heterogénea para hacer estudios que permitan identi-

ficar el comportamiento de residuos particulares. Sin embargo, las propiedades de

fluorescencia del promedio de esta poblaci6n permitieron identificar distintas confor-

maciones de la enzima.
En resumen, los objetivos de esta tesis podrian enumerarse como sigue:

1) Introducir una marca fluorescente en una o mds cistefnas del sitio de GTP de la
carboxiquinasa fosfoenolpirivica de higado de rata.

2) Procurar conocer, a través de la determinacién de las propiedades de fluorescencia
de 12 sonda, algunas caracteristicas fisicoquimicas de este sitio como la polaridad
y accesibilidad a apagadores, asf como averiguar 1a movilidad de la sonda a través
de determinaciones de la anisotropfa.

3) .Contribuir a conocer la naturaleza del sitio de GTP, mediante la identificacién de
el o los residuos modificados en la secuencia primaria de la PEPCK.

4)  Estudiar las caracteristicas de fluorescencia de los triptofanos de la enzima, con
el objeto de comparar la conformaci6n de la enzima libre, unida a los nucle6tidos

y modificada con las sondas flnorescentes.

Nuestros resultados permitieron demostrar que el sitio del GTP de la PEPCK de
higado de rata presenta una polaridad reducida con respecto al agua y una baja
accesibilidad a la acrilamida. Ademds, nuestros datos indicaron que el niicleo de

naftaleno sulfonato, unido covalentemente a este sitio, presenta una movilidad restrin-
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gida en la protefna. Junto con esto pudimos identificar algunos residuos de aminodcido
del sitio del GTP asf como su disposici6n espacial. Especificamente, la modificacion de
la enzima con pirenil yodoacetamida permiti6 demostrar que la cisteina 288 y la cisteina
407 6 la cistefna 413, forman parte del sitio del GTP y se encuentran vecinas en la
estructura tridimensional de la enzima.

Las determinaciones de la.fluorescencia intrfnseca permitieron medir la uni6n de
los nucleétidos a través de cambios en la intensidad de la emision.

Finalmente, pudieron hacerse comparaciones con las caracterfsticas descritas para

el sitio del ATP de la carboxiquinasa de levadura.
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II. METODOS

I1.1 REACTIVOS

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Co.: GDP, IDP, ITP,
malato deshidrogenasa, NADH, PEP, Sephacryl S-200, 1,5-I-AEDANS, Tes, Hepes,
Tris-HCI, DTT, 2-mercaptoetanol, DEAE-Sephacel, GTP-agarosa, sulfato de protamina,
MnCl,, KHCO,, KH,PO,, K,HPO,, cloruro de guanidinio.

La pirenil yodoacetamida se obtuvo de Molecular Probes y la pirenil maleimida
de Fluka.

La N-AcCis-PM y la N-AcCis-AEDANS, fueron gentilmente facilitadas por los
Drs. M. V. Encinas y E. Cardemil.

La hidroxilapatita y 1a acrilamida fueron de Bio-Rad Labs.

Los siguientes reactivos se obtuvieron en Merck : TEA, EDTA, sacarosa, sulfato
de amonio, bicarbonato de amonio, NaCl, KCl, glicerol, solvenies de calidad espectroscopice
y para HPLC.

El Sephadex G-10 fue de Pharmacia.

Se usé tripsina Boehringer, de calidad para secuenciacion.

II.2 PURIFICACION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA
CITOSOLICA DE HIGADO DE RATA

La carboxiquinasa fosfoenolpirdvica se purificé a homogeneidad desde el higado
de rata, segiin el método descrito (Colombo y col., 1978), con algunas modificaciones.
Todos los procedimientos se llevaron a cabo a4°C . Las soluciones fueron desaireadas

y saturadas con nitrégeno antes de ser usadas.
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La concentracién de protefnas se determiné espectrofotométricamente, mediante
la relaci6én de absorbancias a 280 y 260 nm (Lane, 1957), excepto en la enzima
homogénea cuya concentraciéon fue determinada utilizando el coeficiente de
extincién molar a 280 nm descrito para estaenzima: 1,15x 10° (Lewis y col., 1989a).

Las ratas (variedad Sprague Dawley) fueron mantenidas por 24 horas en ayunas
antes de ser sacrificadas, con el objeto de inducir la carboxiquinasa fosfoenolpirtivica
citosdlica del higado (Ballard y Hanson, 1969). Los higados pueden guardarse conge-
lados a-18°C hasta 3 meses. Después de descongelarlos, éstos se secaron, se procesaron
en una moledora de carne y luego se homogeneizaron en un aparato de Potter con dos
volimenes del amortiguador de extraccién (TEA-HCI 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM,
DTT 1 mM, sacarosa 0,25 M), Elhomogeneizado se filtré através de gasay se le agregé
sulfato de protamina hasta una concentracién de 1,5 mg/mlL. La solucién se agit6 2
minutos y se centrifugé por 1,5 horas a 12.000 x g.

El extracto fue fraccionado con sulfato de amonio (Colombo y col., 1978). La
fraccién que precipita entre 42 y 62% de (NH,),SO, y que contiene la PEPCK, fue
suspendida en Tris-HC1 20 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, DTT 10 mM y dializada durante
la noche contra la misma solucién conteniendo DTT 0,5 mM.

Después de ajustar la conductividad de 1a muestra a 1 mMho, ésta fue aplicada
a columnas de DEAE-Sephacel equilibradas en Tris-HC120 mM pH 7,0, EDTA 1 mM,
DTT 1mM, (conductividad 1 mMho). Se aplicaron 28 mg de protefna por mL del
intercambiador. La columna se lavé con 10 volimenes del amortiguador anterior,
elimindndose la mayor parte de la hemoglobina de la muestra. La PEPCK fue elufda
con una gradiente lineal de 0-0,1M de NaCl en el mismo amortiguador.

Las fracciones que contenian la enzima fueron concentradas por ultrafiltracién
y aplicadas a una columna de Sephacryl S-200 (4,8 x 67 cm) equilibrada en
Tris-HCI 30 mM, EDTA 1 mM, DTT 1mM. La filtracién se llevé a cabo con un fiujo
de 1 mL/min. Las fracciones con actividad enzimética se concentraron y guardaron a _
4°C después de agregarles DTT 10 mM.

La muestra se volvi6 a filtrar en Sephacryl S-200 bajo las mismas condiciones,
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procedimiento que permitié separar la carboxiquinasa de otras proteinas de bajo peso
molecular que no se resuelven en las etapas posteriores. La enzima eluida de esta
columna se equilibré en fosfato de potasio 10 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, BTT 1mM
(conductividad 1 mMho) y fue aplicada a una columna de hidroxilapatita (Biogel HTP)
equilibrada en el mismo amortiguador. Después de lavar con 10 volimenes de columna,
1a PEPCK fue elufda con una gradiente de fosfato de potasio pH 7,0 desde 102250 mM,
conteniendo EDTA 1 mM y DTT 1 mM.

La iltima etapa de la purificacién fue una cromatografia de afinidad en agarosa-
hexano-GTP. Este procedimiento se llev6 acabosegiin lascondiciones descritas (Brinkworth
y col., 1981), salvo la elucién con KCI que se realizé en ausencia de MnCl,.

La muestra eluida de hidroxilapatita se equilibré en Tes 10 mM, pH 7,2, EDTA
0,5 mM, glicerol 10% v/v, DTT 0,1 mM (conductividad 200 pMho). Se ajusté la
absorcién a 280 nm de esta solucién hasta un valor de 0,3 y se agregé MnCl, hasta
una concentracién de 0,55 mM. La columna se equilibré en el mismo amortiguador con
MnCl, 0,55 mM.

Después de aplicar la muestra, se eliminaron las protefnas contaminantes con KCI
0,15 M en el mismo amortiguador. Finalmente la PEPCK fue eluida con KCi 1 M en
Tes 10 mM, pH 7,2, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v, DTT 0,1 mM.

En la tabla I aparece el rendimiento y purificacién de las distintas etapas de la
secuencia de purificacién. Partiendo de 1.300 g de higado se obtienen 11 mg de PEPCK
homogénea en 15-20 dfas. La enzima pura, eluida de GTP-agarosa, se puede guardar
a 4° C por 7-10 dfas, a una concentracién de 2 mg/mL.

La carboxiquinasa fosfoenolpirdvica eluida de GTP-agarosa, presentd una activi-
dad especffica de 27-30 pmoles de oxaloacetato formados por min y por mg de proteina,
a 30°C, valor que corresponde a la actividad especffica descrita para la PEPCK
homogénea de higado de rata (Ballard y Hanson, 1969; Lewis y col., 1989a). La
electroforesis de la enzima elufda de GTP-agarosa, en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (Laemli, 1970), muestra una sola banda con la migracién esperada

para una proteina de masa molecular de alrededor de 69.000 (figura 1).
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FOSFOENOLPIRUVICA CITOSOLICADE HIGADO DERATA

Procedimiento Protefnas _| Vol m Ulmg R P
totales ) )
(mg) (mD) %

EXTRACTO 76.608 1.600 2336 0,03 100 1,0
pp 42/62% (NH,) SO, 32.340 330 1617 0,05 69 1,7
DEAE-Sephacel 1.031 1.227 982 0,95 42 32
Sephacryl I 122 55 778 5,9 33 197
Sephacryl I 91 65 590 6,4 25 213
Hidroxilapatita 43 05 430 9,9 18 330
(GTP-agarosa 11 16 310 28 13 933

R = rendimiento

P = purificacién

= unidades. Una unidad corresponde a los pmoles de oxaloacetato formados por minuto.
Ut = unidades totales
pp = precipitado
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Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en presencia de SDS (Laemli, 1970). La
muestra aplicada en 1 contiene los siguientes estdndares: albimina de bovino, MM 66.000; albimina
de huevo, MM 45.000; B-lactoglobulina, MM 18.400 (subunidad); tripsinégeno, MM 24.000 y
lisozima, MM 14.300. Las muestras aplicadas en 2 y 3 contienen 10 pg de PEPCK (rata) eluida de GTP-
agarosa.
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I1.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad de la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica se midié en el sentido de la
carboxilacién del fosfoenolpiruvato, acoplando la reaccién de esta enzima con la
reacci6n catalizada por la deshidrogenasamélicay determinando espectrofotométricamente
la desaparicién de NADH (Colombo y col., 1978).

GDP C00~ NADH fI.'OO‘
|
o~ \_PEPCK _f.g | MDH_y-c-oy
l I
C—0P rN CH2 ( N“ CH»
|| €O, GTP | H NAD o
CH, oo™ coo

El medio de reacci6én contenfa amortiguador Hepes 50 mM pH 7,0, concentra-
ciones saturantes de los sustratos (0,1 mM de GDP, 2,2 mM de MnCl,, 3,6 mM de
PEP, 50 mM de KHCO,), 0,27 mM de NADH, 3 unidades de malato deshidrogenasa y
0,02-0,06 unidades de PEPCK, en un volumen final de 1 mL. La reacci6n se inici6
agregando el PEP a la mezcla preincubada a 30°C. La velocidad de formacion de
oxaloacetato a partir del PEP, bajo estas condiciones, es igual a la disminucién de la
absorbancia a 340 nm debida al NADH.

La PEPCK eluida de hidroxilapatita contiene una concentracion de fosfato de
potasio que hace precipitar el Mn*? presente en el medio de ensayo. Por esta razén se
agreg6 a éste GDP 1 mM para determinar la actividad de la carboxiquinasa en el eluido

de esta columna.
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IL.4 MODIFICACION DELA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA
CON REACTIVOS FLUORESCENTES DIRIGIDOS A GRUPOS
SULFHIDRILO

La enzima proveniente de GTP-agarosa fue dializada exhaustivamente contra
TEA-HCI 50 mM pH 7,3, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v, con el objeto —de eliminar
el DTT de la solucién. Este amortiguador habfa sido previamente desaireado y
saturado con nitrégeno. Las reacciones de modificacion de la carboxiquinasa
con 1,5-I-AEDANS, pirenil maleimida y pirenil yodoacetamida, se hicieron en este
medio de reaccién. Las soluciones de modificador se prepararon en el momento de
usarlas y se mantuvieron protegidas de la luz.

La protefna modificada fue separada del reactivo modificador residual por didlisis
contra TEA-HC1 50 mM pH 7,3, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v o bien por filtracién
enuna columna de Sephadex G-10 (1 x 25 cm), equilibrada con el mismo amortiguador.

La modificacién con 1,5-I-AEDANS se llevé a cabo 2 0°C y se inici6 por adici6n
de una alicuota de 1a solucién concentrada del reactivo a 2-3 mL de la enzima dializada
contra el amortignador de reaccién. Las concentraciones finales de 1,5-I-AEDANS
y de PEPCK fueron de 20-70 uM y de 5-20 pM respectivamente. La soluci6n
de 1,5-I-AEDANS se prepar6é en TEA-HCI 50 mM pH 7,3 y su concentracién se
determiné espectrofotométricamente usando el coeficiente de extincién molar
descrito para este fluoréforo a 337 nm (6.100; Hudson y Weber, 1973).

A distintos tiempos después de la adici6én del modificador, se sacaron alfcuotas
del medio de reaccién, se diluyeron en EtSH 0,1 M y se le determiné la actividad
enzimdtica a esta solucién. Cuando la actividad residual fue de un 15 a 20% de la
actividad inicial, se detuvo la reaccién agregando EtSH hasta una concentracion final
de 0,4 M.

La modificacién con pirenil maleimida se hizo a 0°C y pH 7,3, (Lewis y col,,
1989a). Se preparé una solucién de PM en dimetilformamida y su concentracion se
midi6 espectrofotométricamente después de dilvirla con TEA-HCI 50 mM pH 7.3,

usando el coeficiente de extinci6n molar a 343 nm, {40.000; Wu y col., 1976). El medio
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de reaccién contenfa concentraciones equimolares de enzima y PM (16-23 pM).
Después de 0,5-1,0 minuto de reaccion, cuando la enzima se habfa inactivado en un 90-
95%, se agregé EtSH hasta una concentracién final de 0,4 M y se separ6 la enzima
marcada de la sonda libre. .

Lamarcaci6n de 1acarboxiquinasa con pirenil yodoacetamida, se 1levé a cabo bajo
dos condiciones diferentes de reacci6n, que permitieron obtener aductos de distinta
estequiometrfa. La solucién de PIA se prepar6 en dimetilformamida y su concentracion
se determiné espectrofotométricamente a 344 nm, en una dilucién del reactivo
en TEA-HCI 50 mM pH 7,3. (e= 22.000; Kouyama y Mihashi, 1981).

El aducto PEPCK:PA=1:1,1 se obtuvo haciendo reaccionarla enzima (12 pM)con
PIA (18 pM) a 0°C. Después de 15 minutos de reaccién quedaba airededor de un-18%
de actividad residual y en este momento se detuvo la reaccién agregando EtSH 0,4 M.

El aducto PEPCK:PA=1:2,2 se obtuvo incubando a 20°C, por 10 minutos, una
soluci6én que contenfa PEPCK (3 pM) y PIA (15 pM). Resulté importante mantener
estos valores de concentracién ademds de la relacién estequiométrica entre ambos
reaccionantes, ya que a concentraciones més altas de la enzima y de PIA el medio de
reacci6n se vuelve opalescente. La aparici6n de la banda del excfmero (A, =470 nm)
en el espectro de emisi6n del pireno en la mezcla de reaccién (A =344 nm)
permiti6 controlar la incorporaci6n de un segundo mol de reactivo ala carboxiquinasa.
Cuando la emisién del excfmero no anment6 con el tiempo, se agregé EtSH 0,4 M para

detener la reaccién y se dializ6 la muestra para eliminar el derivado de pireno libre.
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1.5 DPETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA DE MARCACION
CON LOS MODIFICADORES FLUORESCENTES DE GRUPOS
SULFHIDRILO

Para determinar la estequiometrfa de marcacién, la protefna modificada fue
concentrada al vacfo en bolsas de colodién de Schleicher y Schuell (Ifmite de exclusit6n,
25.000 Da) hasta una concentracién de 2-3 mg/mL y dializada exhaustivamente contra
TEA-HCI 50 mM, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v, para eliminar el exceso de reactivo
modificador.

La concentracién de la carboxiquinasa se determiné midiendo la absorbancia a
280nm, e=115.000 (Lewis y col., 1989a). El AEDANS unido ala protefna se cuantificé
a 337 nm usando un coeficiente de extincién molar de 6.100 (Hudson y Weber, 1973).
Para pirenil maleimida y pirenil yodoacetamida se utilizaron los coeficientes de
extincién molar de 40.000 y 22.000 respectivamente { Wu y col., 1976; Kouyama y
Mihashi, 1981). Cabe hacer notar que se han descrito diversos valores para el coeficiente
de extinci6n de la pirenil maleimida, que varfan entre 23.000 y 40.000 (Graceffa y
Lehrer, 1980; Burtnick y col., 1988; Wu y col., 1976).

Los derivados del pireno y el AEDANS absorben a 280 nm, porlo cual laabsorcién
de la solucién de protefna a esta longitud de onda se corrigi6 por esta contribuci6én antes
de calcular la concentracién de la PEPCK. La correcci6n se hizo utilizando la relacion
entre la absorcién a344 nm (A,,,) y 2280 nm (A,,,) paracada derivado de pireno. Para
pirenil yodoacetamida, se cumple que larelacién A, /A, esde 1,15, en tanto que para
pirenil maleimida este cuociente es de 1,59. El valor del coeficiente de extincién molar
a 280 nm para el AEDANS es de 908 (Hudson y Weber, 1973).

Los espectros de absorcién UV-visible de la PEPCK modificada con AEDANS,
pirenil maleimida y pirenil yodoacetamida, asf como los espectros de absorcién
de la N-AcCis-AEDANS y N-AcCis-PM, fueron obtenidos en un espectrofotémetro
Shimadzu-160.
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11.6 TRATAMIENTO CON TRIPSINA DE LA CARBOXIQUINASA
FOSFOENOLPIRUVICA MODIFICADA

La PEPCK modificada covalentemente con 1,5-I-AEDANS, PM y PIA, fue
tratada con cloruro de guanidinio, EDTA yDTT en Tris base, segfinla metédica descrita
(Mayes, 198:1). Los sulfhidrilos de las cistefnas fueron carboximetilados con 4cido
yodoacético (Mayes, 1984) y la enzima fue dializada contra NH,HCO, 50 mM pH 9,0.
Durante este procedimiento apareci6 un precipitado que se demostr6 que correspondfa
ala enzima modificada. El precipitado fue arrastrado desde el cono de didlisis y recogido
por centrifugacion.

Seagregé un 1% de tripsina (Boehringer, calidad para secuenciacién) con respecto
al peso de la protefna y la suspensién se incub6 por 12 horas a 37°C. Este procedimiento
disolvi6 completamente Ia proteina precipitada, dando una mezcla de péptidos que se

resolvieron por HPLC en columnas de fase reversa.

I1.7 SEPARACIONDELOSPEPTIDOS TRIPTICOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION EN FASE REVERSA

Los péptidos tripticos fueron separados en un cromat6grafo Merck-Hitachi
equipado con un detector de UV, usando una columna 100-RP 18 de fase reversa
(LiChrosphere 4 mm x 25 cm, Merck) equilibrada en TFA 0,05%. Las muestras se
centrifugaron a 3.000 x g antes de ser inyectadas.

Encada cromatograffa se inyectaronalacolumnaentre 3 y 11 nmoles delamezcla
de péptidos, en porciones sucesivas de 180 pL. Se hizo pasar por 12 segundos entre una
y otra inyecci6én, TFA 0,05% a un flujo de 1 mL/min. Los péptidos fueron eluidos con
el mismo flujo, mediante una gradiente lineal trifdsica de acetonitrilo en TFA 0,05%
(Lewis y col., 1989a) : 0-25% desde los 5 alos 45 minutos, 25-35% desde los 45 alos
110 minutos y 35-80% desde los 110 a los 140 minutos.
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El an4lisis se hizo midiendo la absorci6n del enlace peptidico a 219 nm, asf como
la absorcién debida a Ia marca fluorescente (337 nm para el AEDANS, 344 nm para los
derivados del pireno). Ademds, se recolectaron fracciones de 0,5-1,0 mL a las que se
les determiné la fluorescencia. (Para AEDANS, A_ =337 nm, A =470 nm y para los
derivados del pireno, A_ =344 nm, A__=380nm). Los péptidos marcados fueron colec-
tados y concentrados en un evaporador rotatorio para eliminar el acetonitrilo, evitando
llevar la muestra a sequedad. Luego fueron purificados en una columna C4 de fase
reversa (LC 304 Supelco, 4 mm x 25cm) equilibrada en TFA 0,05%.

La elucién de los péptidos desde esta columna se realizé con la misma gradiente
de acetonitrilo usada para elnirlacolumna C18 (Lewisy col., 1989a). El anélisis se hizo

midiendo la absorcién a 219 nm y la fluorescencia en las fracciones recolectadas.

I1.8 DETERMINACION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE
LOS PEPTIDOS MODIFICADOS

La secuencia de amino4cidos de los péptidos tripticos modificados con PIA, fue
determinada por el método de Edman, en un secuenciador de proteinas en fase gaseosa
(Hunkapillery col., 1982) ABI470A, empleando los equipos existentes en el Department
of Biological Chemistry and Structure, University of Health Sciences, Chicago E.E.U.U.
(Alvear y col., 1992).

Se utilizaron los procedimientos de unién covalente cuyo uso se recomienda con
elequipo de Sequelon Aryl Amina de Milligen/Biosearch. Se modificaron los ciclos de
secuenciaci6n para hacer las reacciones en membranas PVDF (Sequelon-AA, equipo de
unién covalente a membranas, Milligen /Biosearch, 1989).

El anélisis de las feniltiohidantofnas se realiz6 con un analizador ABI 120A
(Klapper, 1982).



I1.9 DETERMINACIONES DE FLUORESCENCIA.

Todas las determinaciones de fluorescencia en estado estacionario se realizaron a
20°C en un espectrofluorfmetro Perkin-Elmer LS-5. Se usaron pasos de luz de 2,5 nm,
tanto para la excitacién como para la emisién. Para medir la flilorescencia de los
residuos d;, triptofano de la enzima, se us6 una longitud de onda de excitacién de 295
nm con el fin de minimizar la interferencia de los residuos de tirosina.

Los tiempos de decaimiento de Ia fluorescencia fueron determinados mediante
la técnica de fluorimetrfa de fase a frecuencias miltiples (Lakowicz, 1983). Las
mediciones se realizaron a 20°C en un fluorimetro GREG-200 de fase y modulacion,
equipado con celdas Pockels y con sintetizadores de freécuencia. Se obtuvieron los
sngulos de fase y los cuocientes de modulacién de la luz absorbida y emitida, a distintas
frecuencias de modulacién. Se us6 como referencia glic6geno (1=0). La longitud de
onda de la luz de excitacién se seleccion6 mediante un monocromador (2,5 nm de paso
de luz), y la luz emitida fue detectada a través de filtros de corte apropiado (A>450 nm
para los derivados del AEDANS, A>360 nm para los derivados del pireno y A>310nm
para los triptofanos).

Los datos se analizaron mediante un ajuste no lineal de cuadrados minimos
(Gratton y col., 1984) utilizando los programas de rutina que vienen con el instrumento
(ISS Inc.). Para algunos experimentos la luz de excitacién fue polarizada verticalmente
y laemisi6n fue polarizada a 54,7° conrespecto a la vertical paraeliminar los posibles
efectos dela rotacién Browniana sobre la determinaci6n de los tiempos de decaimiento
de la fluorescencia.

Los estudios de apagamiento de la fluorescencia por acrilamida, Nal y CsCl se
realizaron midiendo la disminuci6n de intensidad de la fluorescencia en el mdximo de
emisién del fluoréforo, o bien midiendo el decrecimiento en el o los tiempos de
decaimiento de la emisién, por el agregado del apagador. Se usaron soluciones
concentradas (4-6 M) recién preparadas de los apagadores. La solucién de Nal contenfa

un 1% de Na,S,0, para evitar la formaci6n de 1" (Lehrer, 1971).
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Alfcuotas del apagador se agregaron sucesivamente a una celda que contenfa la
protefna en amortigunador TEA-HC1 20 mM, pH 7,3, EDTA 0,5 mM y glicerol
10% v/v. Los datos de apagamiento de la intensidad de la emisi6n se corrigieron por
el efecto de dilucién que nunca fue mayor del 5%. En los experimentos de apagamiento
por acrilamida, los datos se corrigieron adel_nés por el efecto de filtro interno debido
a la absorcién de luz por esta molécula, segiin la ecuacién :

I__=1,x10exp (AA/2) (Lehrery Leavis, 1978a)
donde AA/2 corresponde al aumento de absorbancia debido ala adicién de acrilamida.

Para los apagadores i6nicos se cuantificé el efecto de fuerza iénica, midiendo la
intensidad de la fluorescencia en presencia de cantidades equimolares de NaCl. La
emisién del PM unido a la PEPCK disminuy6 en un 5% en presencia de NaCl 0,4 M y
1a fluorescencia de los triptofanos disminuyé en un 6% en las mismas condiciones. Los
experimentos de apagamiento de la fluorescencia de los triptofanos por Nal, se llevaron
a cabo a fuerza i6Gnica constante, la que se mantuvo con NaCl. Adem4s se determing el
efecto de los apagadores sobre la actividad de la carboxiquinasa, en el rango de
concentracién usado en los experimentos de apagamiento. La acrilamida, en concen-
traciones de hasta 0,2 M, no inactiva Ia enzima en una incubacién de 5 minutos a 20°C.
Frente a una concentracién de acrilamida de 0,4 M la enzima se inactivé en un 16%
bajo las mismas condiciones. Concentraciones mds altas desnaturaron la PEPCK. Por
otra parte, Nal y CsCl 0,4 M, disminuyeron la actividad enzimdtica en un 24% yun
11%, respectivamente, cuando fueron incubados con la enzima por 5 minutos a 20°C.
. Los datos de apagamiento se analizaron segin la ecuacion de Stern-Volmer :

II=1+K_ (Q
o bien segin la ecnacién de Stern-Volmer modificada (Lehrer y Leavis, 1978b; Eftink
y Ghiron, 1981):
Ife"@=1/1=1+K_(Q)
donde I°, Ison las intensidades de la fluorescencia en ausencia y presencia del apagador

(Q), y 7°,7sonlos tiempos de decaimiento en ausencia y presencia del apagador. K_ es

la constante de apagamiento de Stern-Volmer que se relaciona con la constante




30

bimolecular de apagamiento, kq, segin la expresion K =k _1°% V es la constante de
apagamiento estatico.

Los datos de la disminuci6n de la intensidad de la fluorescencia de los triptofanos
de la enzima a distintas concentraciones de los nucle6tidos de guanosina e inosina
fueron corregidos por la dilucién y por el efecto de filtro interno (Lehrer y Leavis,
1978a) midiendo el aumento de la absorbancia a 295 nm debida al nucle6tido agregado.
Esta correccién fue en todos los casos menor a un 10%.

Los datos fueron ajustados a la ecuacién:

AVI° = (L) / K, + (L)

Donde Al/I°es el porcentaje del cambio en la intensidad de la fluorescencia por
efecto del ligando (L) y K, 1a constante de disociaci6n del equilibrio E-L === E+L.
La ecuacién se obtuvo considerando que la concentracién de enzima (E) es mucho
menor que la concentracién de ligando y que AI/I°refleja la concentracién del complejo
E-L.

Las anisotropias de la fluorescencia en estado estacionario (r), se midieron en la
enzima modificada con AEDANS, usando el espectrofluorimetro GREG-200 e inser-
tando polarizadores (prismas de calcita) en la luz de excitacién y emisién. Las
determinaciones se realizaron a temperaturas variables entre 4y 29°Cy enuna solucién
de la enzima que contenfa glicerol 70% v/v. Las anisotropias se calcularon a partir de
las intensidades de la luz polarizada emitida, tanto para el componente paralelo como
para el perpendicular. La muestra fue excitada con luz de 380 nm, longitud de onda a
la cual la anisotropia del AEDANS alcanza un valor constante (Hudson y Weber, 1973).
Los valores de anisotropfa se relacionaron con el tiempo de decaimiento de fluorescencia
yel tiempo de correlacién rotacional, de acuerdo a la ecuacién de Perrin (Weber, 1953;
Weber, 1966):

Ur=1r(1+ 1/0)
donde r corresponde a la anisotropfa observada, r_ a la anisotropfa lfmite y 8 al tiempo
de correlaci6n rotacional. La anisotropia limite se determiné por extrapolacién a

viscosidad infinita, en el grifico de Perrin.




31

El tiempo de correlacién rotacional para una protefna esférica hidratada, de

volumen molar V_estd dada por:
8=1V/RT= M(v+h) /RT

donde n| es la viscosidad de la solucién, ¥ el volumen parcial especifico, hel grado de
hidratacién, M la masa molecular de la proteinay T 151 temperatura absoluta. A partir
de esta ecuacién, se calcul6 un valor de 26 ns para lIa PEPCK de rata, considerando una
masa molecular de 69.289 (Beale y col., 1985), un grado de hidratacién de 0,3 mL/g
y un volumen parcial especifico de 0,736 mL/g (Colombo y col., 1978).
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III. RESULTADOS

I11.1 MODIFICACION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA
CONREACTIVOS FLUORESCENTES ESPECIFICOSPARA GRUPOS
SULFHIDRILO -

IIL.1.1 Cinética de inactivacién con 1,5-I-AEDANS y pirenil yodoacetamida.

Efecto de los sustratos.

La incubacién de la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica de rata 2 0° Cy pH 7,3 con
los reactivos fluorescentes 1,5-I-AEDANS y pirenil yodoacetamida, inactiv6 comple-
tamente la enzima. Las cinéticas de inactivacién se muestran en las figuras 2 y 3.

La reaccién se llevé a cabo en presencia de un exceso molar de 5 veces de
1,5-I-AEDANS y de 1,5 veces de PIA con respecto a la enzima. En ningin caso fue
posible hacer lareaccién bajo condiciones de seudoprimer orden, ya que lainactivacion
es demasiado répida a concentraciones més altas del modificador. Cuando se aplic6 a
los datos la ecuacién correspondiente a una cinética de segundo orden, no se obtuvo un
buen ajuste.

Esta situacién es diferente a la descrita para las carboxiquinasas de levadura e
higado de cerdo, cuyas cinéticas de inactivacién con 1,5-I-AEDANS y PIA pueden
seguirse bajo condiciones de seudoprimer orden (Encinas y col., 1990; Silverstein y
col.,, 1979; Cardemil y col., 1990), puesto que poseen grupos sulfhidrilo de menor
reactividad que la enzima de higado de rata.

La adicién de GDPMn al medio de reaccién, suprimié completamente el efecto
inactivador de 1,5-1-AEDANS o de PIA sobre la PEPCK de rata. Los otros sustratos

de la reacci6n protegieron parcialmente la enzima o bien no alteraron la cinética de

inactivacién (figuras 2 y 3).
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Figura 2. Cinética de inactivacién de 1a PEPCK (5pM) con 1,5-1-AEDANS (25uM) en TEA-HCI 50 mM,
pH 7, 3 EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v y 0°C (c). La inactivacién también se llevo a cabo en presencia de
GDP 90 M més MnCl, 2,2 mM (#); GDP 90 pM més MnCl, 2,2 mM, més PEP 10 mM (x); PEP 10 mM mis
MnCl,, 2 mM (e); MnCl,, 2 mM (u); oxaloacetato 1 mM (a); KHCO, 45 mM (8).
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Figura 3. Cinética de inactivacién de laPEPCK (12 pM) con PIA (18 uM) en TEA-HCI 50mM, pH7, 3EDTA
0,5 mM, glicerol 10% v/v y 0°C (e}, La enzima también se incub6 en presencia de PIA y GDP 90 uM mis

MnCl, 2,2 mM (8); PEP 10 mM mds MnCl, 2,2 mM (0), MnCl,, 2,2 mM (9); oxaloacetato 1 mM (w); KHCO,
45 mM (+).
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La reaccién de la PEPCK de rata con pireno maleimida también inactiva la
enzima. Las condiciones para esta modificacién han sido ya descritas (Lewis y col.,
1989a). En concordancia con estos datos, nuestros experimentos confirmaron que la
enzima se inactiva muy rdpidamente con cantidades equimolares de PM, perdiendo un
95% de la actividad en 0,5 minuto de incubacién a 0° C y pH 7,3. También en este caso,
GDPMn protege casi completamente de la inactivacion.

Los resultados obtenidos con los tres modificadores inducen a pensar que los
residuos que estdn reaccionando, se encuentran en o cerca del sitio del nucleétido.
Ademds, estos resultados concuerdan con los datos cinéticos descritos paralainactivacién
de estaenzima con el andlogo de fotoafinidad 8-azido-GTP (Lewis y col., 1989b). Este
compuesto se une al sitio del nucle6tido de la carboxiquinasa y la inactiva mediante
la formaci6n de un enlace disulfuro intramolecular entre dos cistefnas vecinas ubicadas
en ese sitio. La inactivaci6n se suprime casi completamente al agregar GTP al medio
de reaccion. El fosfoenolpiruvato, Mn?* 0 HCO,', protegen parcialmente o bien no tienen

efecto sobre la velocidad de inactivacién con 8-azido-GTP (Lewis y col., 1989b).

I1.1.2 Selectividad de las reacciones de modificacién de la carboxiquinasa

fosfoenolpirdvica.

Se prepararon los aductos de la PEPCK con 1,5-1-AEDANS, PIA o PM, bajo las
condiciones establecidas en la secci6n anterior, deteniendo la reaccion a distintos valores
de actividad residual entre 10y 17%. Después de separar 1a protefna del exceso de reactivo,
se obtuvieron los valores de estequiometria de marcacién que se muestran en la Tabla IL.

Bajo las condiciones de reaccién anteriores, se incorpor6 alrededor de 1 mol de
modificador por mol de enzima inactivaen todos los casos. Este resultado concuerda
conlareactividad descrita paralos grupos sulfhidrilo de la PEPCK derata, que contiene
una cisteina especialmente reactiva frente a DTNB y cumarinil maleimida (Carlson y

col., 1978; Lewis y col., 1989a). La estequiometrfa de 0,8 que se obtuvo con PM, puede
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TABLA II. ESTEQUIOMETRIA DE MARCACION DE LA
CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA
CON SONDAS FLUORESCENTES

Sonda fluorescente . Estequiometria®*

NH~={CHplg—NH—CO~CHy—

503H
0@*0
- -
PM Ao 0,783 = 0,026
NH-CO-CHy -1
|
PIA I /i 1,11 +0,042

* moles de sonda unidos por mol de enzima inactiva. Se informa el promedio de 3 o 4 experimentos * el
error estdndar,
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atribuirse a la incerteza en el valor del coeficiente de extincién descrito para este
crom6foro (Seccién I1.5).

Cuando se incluy6 GDPMn en el medio de reacci6n, se unieron s6lo 0,08 moles
de AEDANS por mol de enzima, lo que confirmé la especificidad de la reaccién. Bajo
estas condiciones la enzima no perdié actividad catalitica. '

Los criterios anteriores no son suficientes para asegurar la reaccion selectiva de
los distintos modificadores con un residuo de amino dcido de la PEPCK, puesto que se
han descrito numerosos casos en los que una protefna modificada en varios residuos de
reactividad similar, presenta una estequiometrfa de marcacién de 1,0 (Saito-Nakatsura
ycol., 1987; Bishop y col., 1988; Johnson y col., 1991; Kazuta y col. 1991). Porejemplo,
Kazuta y colaboradores, han descrito la modificacién mutuamente excluyente de 5 residuos
de lisina de la uridina difosfoglucosa pirofosforilasa, bajo condiciones en las que la
incorporaci6n total del marcador uridina difosfopiridoxal fue de un mol por mol de enzima.

Para establecer con certeza cudntos residuos se encontraban modificados en los
tres aductos de la PEPCK que aparecen en la Tabla II, éstos se sometieron a digestion
con tripsina y los péptidos resultantes se resolvieron en HPLC.

En las figuras 4,5 y 6 aparecen los perfiles de elucién de los péptidos obtenidos
a partir de los aductos PEPCK-AEDANS, PEPCK-PM y PEPCK-PA respectivamente.
Eltrazadoa 219 nmindica lamezcla de péptidos y el trazado a 337 nm 0 344 nm, muestra
los péptidos marcados con AEDANS o bien con los derivados del pireno. En todos los
casos se midi6 la fluorescencia en las fracciones recolectadas y se encontré que un solo
péptido de la mezcla contiene més de un 95% de la marca fluorescente.

El péptido marcado con AEDANS fue eluido a los 49 minutos y muestra el espectro
de emisi6n del AEDANS en H,0. Los péptidos derivatizados con PM y PA fueron
eluidos a los 99 y 93 minutos, respectivamente y muestran la emisién caracterfstica de
los derivados monoméricos del pireno. En el perfil de A,,, de la mezcla de péptidos
tripticos del aducto con PA aparece una pequefia proporcién de un péptido que se eluye
a los 115 minutos. Este péptido es fluorescente y contiene un residuo de cisteina de
menor reactividad, que se marca con PIA bajo condiciones de mayor temperatura y

concentracién del modificador, como se describird en la seccion II1.4.
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Figura 4. Separaci6n de los péptidos tripticos obtenidos a partir de la PEPCK. modificada con AEDANS.
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Figura 5. Separaci6n de los péptidos tripticos obtenidos a partir de la PEPCK modificada con
pirenil maleimida. Columna 100-RP18 de fase reversa. Las condiciones de la cromatografia

aparecen en la seccidn IL7.
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Figura 6. Separacion de los péptidos tripticos obtenidos del aducto PEPCK:PA=1:1,1. Columna
100-RP18 de fase reversa. Las condiciones de la cromatograffa aparecen en la seccion I1.7.
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IL.1.3 Espectros de absorcién de la carboxiquinasa fosfoenolpirivica
modificada.

Los espectros de absorcién de 1a PEPCK modificada (figuras 7-9) presentaron una
bal}da'en 1a zona de 250 a 300 nm caracterfstica de los residuos de aminodcido arométicos
de la protefna, y ademds una banda a longitudes de onda mayores a 300 nm, que
corresponde a la absorcién de la sonda fluorescente unida covalentemente a la enzima.

El AEDANS unido a la protefna presenta una banda de absorcién centrada
a.340 nm, cuya posici6n no varfa con respecto a la banda de absorci6n del compuesto
modelo N-AcCis-AEDANS (recuadro figura 7). En el espectro de los aductos de PM
y PA con 1a PEPCK, aparecen bandas enlaregién de 310 a 360 nm, que corresponden
a la absorcién del pireno. La estructura fina vibracional de las bandas en estos aductos

se encuentra menos resuelta que en el compuesto modelo N-AcCis-PM, aunque en la
misma posicién del espectro (ver recuadro figura 8).

0,5 ,’"‘ 1.0
AN T
w ) \_,’/ \‘u E ]
g 1l s
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a ) ' 250 30 450
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Figura 7. Espectro de absorcién UV-visible de 1a PEPCK modificada con AEDANS disuelta en
TEA-HCI 50 mM, pH 7,3, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v. La linea punteada corresponde a la misma
muestra diluida 4 veces. En el recuadro aparece el espectro de absorcion de la N-AcCis-AEDANS.
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Figura 8. Espectro de absorcion UV-visible de la PEPCK modificada con pirenil maleimida
disuelta en TEA-HC1 50 mM, pH 7,3, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v. En el recuadro aparece el
espectro de absorcion de la N-AcCis-PM.
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Figura 9. Espectro de absorcién UV-visible de la PEPCK modificada con PIA disueltaen TEA-HCI
50 mM, pH 7,3, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v.
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I11.2 PROPIEDADES FLUORESCENTES DE LAS SONDAS UNIDAS
A LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA EN LOS
ADUCTOS CON AEDANS, PIRENIL ACETAMIDA Y PIRENIL
MALEIMIDA

IT1.2.1 Espectrodeemisiéndel AEDANS unidoalacarboxiquinasa fosfoenolpirivica.

El AEDANS unido a la enzima, mostr6 una banda de emisién ancha en laregién
de 440-540 nm, caracteristica de este croméforo (figura 105, (Hudson y Weber, 1973).
El mdximo de emisién del AEDANS unido a la PEPCK (470 nm), estd desplazado
cconsiderablemente con respecto a la emisi6én fluorescente de la N-AcCis-AEDANS en
H,O (500 nm; recuadro figura 10).

Se ha descrito que el méximo de la emisién fluorescente del 1,5-AEDANS
y 1,8-AEDANS en mezclas etanol/agua, se desplaza continuamente hacia el azul al
disminuir la polaridad del solvente (Hudson y Weber, 1973). Los valores del méximo
de la emisién de N-AcCis-AEDANSen una serie de solventes y mezclas etanol/agua,
presentan un comportamiento similar y muestran una buena correlacién con el parimetro
espectroscépico empirico ET 30 (figura 11). Este pardmetro ha sido frecuentemente
utilizado como escala para caracterizar la micropolaridad del entorno percibido poruna
sonda (Zacchariasse y col., 1981; Puri y col., 1985; Encinas y col., 1990).

El valor de ET 30 de un solvente determinado se define como la energia de
transicién (en kcal/mol) de la banda de transferencia de carga del piridinio de
N-fenolbetaina en este solvente (Reichart, 1982).

Con el objeto de tener una medida empirica de la polaridad del microentorno del
AEDANS en la proteina, se interpol6 ¢l valor de su maximo de emisién en la curva
de la figura 11, El valor de ET 30 interpolado (52 kcal/mol), indicé una polaridad
considerablemente menor que la del H,O para el sitio del AEDANS en 1a PEPCK. Este
valor de ET 30 corresponde al obtenido con el modelo cuando se usa etanol como

solvente,
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Figura 10. Espectro de emisi6n de la PEPCK modificada con AEDANS, disuelta en TEA-HC1 50 mM,

pH 7,3, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v. En el recuadro, el espectro de emisi6én de la N-AcCis-
AEDANS en HO. A_ =337 nm.
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Figura 11. Méximos de la emisi6én de fluorescencia de la N-AcCis-AEDANS, en funcién del

pardmetro ET 30 de distintos solventes puros (A) y mezclas etanol/H,O (e). El valor de ET 30 para
el aducto PEPCK- AEDANS, aparece interpolado (®).
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II1.2.2 Espectros de emisién del pireno en los aductos de la carboxiquinasa

fosfoenolpiriivica con pirenil yodoacetamida y con pirenil maleimida.

El espectro de emisién de ambos aductos, presenta la banda de emisi6n tfpica del
monémero de 1os derivados de pireno, cuya estructura vibracional corresponde ala del
compuesto modelo N-AcCis-PM. En la figura 12 se muestra el espectro del aducto del
PM con la enzima y se incluye el espectro del modelo N-AcCis-PM. Las bandas
vibracionales estdn bien resuelias en el derivado de la enzima con PM , en tanto que
las bandas del aducto de la PEPCK con PA aparecen menos resueltas pero en la misma -
posicién del espectro (figura 13).

La posicién de la banda de emisién de la PM y PA unidas a N-AcCis no cambia
con 15 polaridad del solvente (Encinas, M.V. datos no publicados). Sin embargo el
decaimiento de la fluorescencia de este tipo de derivados es muy sensible a Ia
composicién del microentorno (Encinas y Lissi, 1985b; Encinas y Lissi, 1986; Encinas
y col., 1989), permitiendo detectar heterogeneidad en el entorno de estas sondas unidas

a protefnas.

II1.2.3 Tiempo de decaimiento de la fluorescencia del AEDANS unido a la

carboxiquinasa fosfoenolpirivica.

Otro pardmetro de importancia es el tiempo de decaimiento de la fluorescencia,
que puede dar informacién acerca de la dindmica de la proteina en la escala de tiempo
de los nanosegundos. Mediante su determinacién, pueden detectarse movimientos del
fluoréforo, asi como heterogeneidad en su entorno. Ademds, es necesario conocer el
valor del tiempo de decaimiento de la fluorescencia, para calcular las constantes de
apagamiento que aparecen en la seccién IIL2.5.

Usando el método de desplazamiento de fase y desmodulacion de la fluorescencia,

se determiné el tiempo de decaimiento para el AEDANS unido a la PEPCK. Los datos

O
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de fase y modulaci6n a varias frecuencias fueron ajustados a distintos tipos de decaimiento.
Se logré un buen ajuste usando un modelo de un componente, que di6 un valor dei9 ns
para el tiempo de.decaimiento de la fluorescencia (figura 14). El valor de %2 nomejor6
al introducir dos componentes al modelo. _

La fluorescencia del AEDANS en el modelo N-AcCis-AEDANS en distintos
-solventes, también presenta un decaimiento monoexponencial. El tiemﬁo de decaimien-
to de este compuesto varfa moderadamente con la polaridad del solvente y presenta un
valor de 10,5 nsen H,Oy de 18,8 ns en etanol (Encinas y col., 1990). Este 1ltimo

valor es similar al que presenta el AEDANS en la carboxiquinasa de rata.

I11.2.4. Tiempos de decaimiento de la fluorescencia de la pirenil maleimida unida

a la carboxiquinasa fosfoenolpirivica.

En la figura 15 aparecen los datos de fase y modulaci6n de 1a fluorescencia de la
pirenil maleimida unida a la PEPCK, determinados a distintas frecuencias de modula-
cién entre 2 y § MHz.

Los valores de %® obtenidos al ajustar los datos a cinéticas mono, bi y
triexponenciales, indican que el decaimiento estd caracterizado por dos componentes.
Uno de ellos presenta un T de 65,6 ns y da cuenta de un 70% de la intensidad de la
fluorescencia. El segundo componente muestra un t-de 11,75 ns y una intensidad
fraccional de 0,3. Esta heterogeneidad en el decaimiento de 1a fluorescencia, pone en
evidencia distintos microentornos percibidos por el pireno-en la proteina.

La fluorescencia del compuesto modelo N-AcCis-PM en distintos solventes
presenta un decaimiento monoexponencial, de modo que la heterogeneidad del decai-
miento del pireno en la carboxiquinasa es una propiedad intrinseca de la sonda unida a
la protefna. Esta podrfa ser causada por diferencias en la poblaci6n de enzima con
respecto alaaccesibilidad del solvente ala sonda o bien a la cercanfa de ésta a residuos

apagadores del pireno excitado.
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Figura 14. Datos de fase y modulacién a distintas frecuencias de modulacién, para la fluorescencia del
AEDANS en la PEPCK. Las lineas representan el mejor ajuste, que di6é 7=19 ns con un valor de x*de 7,1.
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Figura 15, Datos de fase y modulacién de la fluorescencia de la pirenil maleimida en la PEPCK, a distintas
frecuencias de modulacién. Las lineas representan el mejor ajuste de los datos, que se obtuvo suponiendo un
decaimiento biexponencial. %*=5,3.
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Se determinaron los valores de tiempo de decaimiento de la PM unidaalaN-AcCis
enmezclasetanol/agua, (TablaIII). En todos los casos el decaimiento fue monoexponencial
y fuertemente dependiente de la polaridad del medio. Es asi como el tiempo de

decaimiento aument6 14 veces al pasar de agua a etanol.

TABLA III. TIEMPOS DE DECAIMIENTO DE LA
FLUORESCENCIA DE LA PIRENIL MALEIMIDA
UNIDA A N-ACETIL CISTEINA
EN DISTINTOS SOLVENTES

Solvente T
(ns)
H,0 5,5
*EIO/H,0  15% 10
30% 18,2
50% 31,5
5% 54
EtOH 81,5
CH,CN 171

* Porcentaje de etanol (v/v).




48
II1.2.5 Estudios de apagamiento de la fluorescencia.

La exposici6n al solvente de las distintas sondas unidas a la carboxiquinasa, fue
analizada mediante estudios de apagamiento de la fluorescencia por acrilamida y

yoduro.

Efecto de la acrilamida sobre la fluorescencia del AEDANS unido a la

carboxiquinasa fosfoenolpirivica.

Se determiné el efecto de la acrilamida, molécula apagadora neutra, sobre la
intensidad de la fluorescencia del AEDANS y sobre el tiempo de decaimiento de la
fluorescencia de esta sonda. Los datos, graficados segiin la ecuacién de Stern-Volmer
aparecen enlafigura 16. El decaimiento dio un grifico de Stern-Volmer lineal con una
constante, K, de 1,07 M! y una constante de apagamiento dindmico kq=5,6x10" M s’
Lasintensidades de la fluorescencia graficadas segin la misma relaci6n, presentan una
mayor pendiente, poniendo en evidencia una contribucién de apagamiento estdtico que
se podria explicar por adsorci6n de la acrilamida a la proteina.

El mecanismo de desactivacién de la fluorescencia del AEDANS por acrilamida
involucra la formaci6n de un complejo de transferencia de carga (Eftink y col., 1987,
Encinas y Lissi, 1985a) por lo cual Ia eficiencia de este proceso dependerd de la
polaridad del medio en el que ocurre la desactivacién.

El efecto de polaridad fue evaluado analizando los valores de las constantes de
apagamiento para el modelo N-AcCis-AEDANS en distintos solventes (Encinas y col.,
1990).

En H,0, la fluorescencia de la N-AcCis-AEDANS es apagada difusionalmente
por la acrilamida (kq=1,08x10°M"'s"), y este valor disminuye a 7,7x10°M's' y a
3,5x10%M-!s"! cuando el compuesto modelo se encuentra disuelto en etanol y

dimetilformamida respectivamente (Encinas y col., 1990).

e T — e e——
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Figura 16. Apagamiento por acrilamida de la fluorescencia del AEDANS unido a la PEPCK. Los gréficos
de Stern-Volmer corresponden a la intensidad de la fluorescencia (m) y a los tiempos de decaimiento (g ).
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La adici6n de los sustratos: fosfoenolpiruvato, oxaloacetato, HCO," o Mn** a la
solucién de enzima modificada con AEDANS, no alter6 el valor de la constante de

apagamiento dindmico por acrilamida.

Apagamiento por acrilamida de la fluorescencia del pireno unido a la

carboxiquinasa fosfoenolpiravica.

Laadici6n de acrilamida hasta una concentraci6n de 0,4 M, no afecté la intensidad
de la fluorescencia ni los tiempos de decaimiento de la pirenil maleimida unida a la
enzima (Tabla IV).

Por otra parte, se determind la eficiencia de la acrilamida como apagador de la
fluorescencia de la pirenil maleimida unidaala N-AcCis. La constante de velocidad de
este proceso varfa considerablemente con la composicién del solvente y disminuye por
lo menos en dos 6rdenes de magnitud al pasar de H,O a etanol 60% v/v (Tabla V). Esto
se debe a que en el mecanismo de la desactivaci6n participa un complejo de transferen-
cia de carga (Encinas y col., 1983), cuya formacién se ve favorecida al aumentar la
polaridad del medio.

Por otra parte, los datos presentados en la seccién III.1 inducen a pensar que PM
modifica un residuo del sitio del nucledtido en la PEPCK, sitio que presenta una
polaridad considerablemente menor que la del H,O (seccién I11.2.1; Lewis y col.,
1989a). Ya que el apagamiento por acrilamida de la N-AcCis-PM es muy dependiente
de la polaridad, resulta dificil separar el efecto de accesibilidad del efecto de polaridad

en el resultado obtenido para la enzima modificada con pirenil maleimida.
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TABLA 1V. EFECTO DE LAACRILAMIDAY DELYODURO SOBRE LOS
TIEMPOS DE DECAIMIENTO DE LA FLUORESCENCIA DE
LA PIRENIL MALEIMIDA UNIDA A LA CARBOXIQUINASA

FOSFOENOLPIRUVICA
Aditivo 1, f, % f, X2
(ns) (ns)
| ) Jal— 65,6 0,7 11,8 0,3 53
acrilamida
0,097 M 68,7 0,7 10,2 0,3 6,1
04 M 66,6 0,7 9,5 0,3 5,4
2) ¥ ceaee- 74,5 0,7 12,8 0,3 5,9
Nal
0,19 M 47,2 0,7 T4 0,3 10,0
0,35 M 48 0,7 7,0 0,3 2,8
0,8 M 49,5 0,6 7.1 0,4 9,2

f = fracci6n de la emisién fluorescente.

* 1) y 2) corresponden a dos experimentos diferentes.
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TABLA V. CONSTANTES DE APAGAMIENTO POR ACRILAMIDA
Y YODURO DE LA FLUORESCENCIA DE LA PIRENIL
MALEIMIDA UNIDA A N-ACETIL CISTEINA EN
DISTINTOS SOLVENTES

Solvente Apagador kqx10*
™)
HO Acrilamida 3,6
Nal 41
*EtOH/H,O 10% Acrilamida 1,2
20% Acrilamida 0,55
40% Acrilamida 0,12
60% Acrilamida <0,03

¥ Porcentaje de etanol (v/v),
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Apagamiento por Nal dela fluorescencia del pirenounidoala carboxiquinasa

fosfoenolpirivica.

El Nal disminuy6 la intensidad de la fluorescencia de la PM unidd a la-enzima,
dando un gréfico de Stern-Volmer no lineal -(figura 17). Este tipo de gréfico es
caracterfstico dé sistemas que presentan dos tiempos de decaimiento, que son desactivados
con distinta eficiencia por el apagador (Leavis y col., 1984). Sinembargo, en este caso
esta explicacién no es vdlida, puesto que las determinaciones del efecto de yoduro sobre
el decaimiento, muestran que los dos T disminuyen en la misma proporcién (TablalV).
En presencia de NaCl, la intensidad de la fluorescencia de la PM unida a la PEPCK
pricticamente no cambi6 (figura 17), demostrando que el efecto de yoduro no es un
efecto inespecifico de la fuerza i6nica.

Datos adicionales obtenidos con el aducto PEPCK-AEDANS, pusieron en eviden-
cia que la adicién de Nal altera la conformaci6n de la enzima. Este aditivo desplazaen
10 nm hacia el rojo el méximo de emisién del AEDANS unido a la carboxiquinasa
{(figura 18).

I1L.2.6 Estudios de anisotropia de la fluorescencia del AEDANS unido a la
carboxiquinasa fosfoenolpirivica. Determinacién del tiempo de correla-

cion rotacional. -

Se determin la anisotropia de estado estacionario (r) del AEDANS unido a la
PEPCK, a distintas temperaturas entre 4 y 29°C. Los valores de 1/r en funcién de T/n
se ajustan a unarecta que da un valor de anisotropfa limite (r ) de 0,34 por extrapolacién
(figura 19). El valor de r_ determinado en glicerol 70% v/v y a 15°C, fue de 0,30. Para
el AEDANS en propanodiol a -55° C,se ha descrito un valor de r, de 0,34 (Hudson y
Weber, 1973). '
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Figura 17. Grifico de Stern-Volmer para el apagamiento por Nal, delafluorescencia de la pirenil maleimida
unida a la PEPCK (). En la figura también aparece el efecto de NaCl (0). A__=343 nm; A =400 nm.
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Figuora 18. Espectros de emisi6n fluorescente de Ia PEPCK modificada con AEDANS. A =295 nm. Los
espectros se obtuvieron en ausencia {——) y en presencia (---) de Nal 0,36 M.
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Figura 19. Grafico de Perrin de los datos de anisotropfa de la fluorescencia del AEDANS unido ala PEPCK.
Los datos se obtuvieron variando la temperatura en TEA-HCI 50 mM pH 7,3. A = 380 nm. Se detecté Ia
luz emitida a través de un filtro de A > 450 nm.

Se obtuvo un tiempo de correlacion rotacional (8) de 26 ns a 20°C, a partir de la

al tiempo de correlacién observado.

ecuacién de Perrin y tomando el valor de T que habfa sido determinado experimental-
mente parala PEPCK-AEDANS (secci6n I11.2.3). El tiempo de correlacién rotacional
calculado para una proteina esférica hidratada de masa molecular 69.289 (Beale y col.,
1985}, fue también de 26 ns (seccidén 11.9), lo que demuestra que el movimiento de la
protefna es el que determina esencialmente el tiempo de correlacién experimental. El

movimiento de la sondaenelinterior de la carboxiquinasa no contribuye significativamente
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II1I.3 CARACTERISTICAS DE FLUORESCENCIA DE LOS
TRIPTOFANOS DE LA CARBOXIQUINASA
FOSFOENOLPIRUVICA DE RATA

I11.3.1 Espectro-de emision .

El espectro de emisién fluorescente de la poblacién de triptofanos de la PEPCK
de rata (}\.m=295 nm), presenta un méximo a 335 nm y un ancho medio de banda de
50 nm (figura 20, curva 0). Estos pardmetros son caracteristicos de triptofanos
expuestos parcialmente al solvente (Burstein y col., 1973). En la carboxiquinasa
desnaturada con urea 4,7 M, los triptofanos presentan un méximo de emisién a 350 nm,
valor que corresponde a la emisidn del triptofano en agua (Burstein y col., 1973).

Se puede considerar que la fluorescencia observada en estas condiciones
(A, =295 nm) proviene s6lo de los residuos de triptofano sin una contribuci6n signifi-
cativa de las tirosinas, puesto que el espectro de emisi6n no presenta un hombro en la

zona de 308-310 nm, caracteristico de la emisién de estos residuos.

111.3.2 Decaimiento de fluorescencia de la poblacion de triptofanos.

La PEPCK de rata contiene 16 residuos de triptofano (Beale y col., 1985), porlo
que se espera una considerable heterogeneidad en los tiempos de decaimiento de
fluorescencia de estos residuos. Ademds, la fotoquimica del indol mismo es compleja
y se han descrito numerosos casos de proteinas que contienen sélo un residuo de
triptofano y que presentan cinéticas de decaimiento multiexponenciales {Grinvald y
Steinberg, 1976; Beechem y Brand, 1985).

Los datos de fase y modulacién de la fluorescencia de los triptofanos de la PEPCK
de rata, fueron ajustados a un decaimiento biexponencial. Uno de los componentes del
decaimiento presenta un 7T de 3,0 ns y da cuenta de un 84% de la intensidad de la

fluorescencia en tanto que el segundo componente muestra un T de 0,3 ns y una
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intensidad fraccional de 0,16. No se hicieron ajustes a modelos con mayor niimero de
componentes o a distribuciones continuas de tiempos de decaimiento (Alcala y col.,
1987a,b), debido a las limitaciones instrumentales relacionadas con la baja intensidad

de la emisién.

IT1.3.3 Efecto de los sustratos sobre la intensidad de la emisién de los triptofanos.

La adicién de GDP a la carboxiquinasa fosfoenolpiridvica de rata produce una
progresiva disminucién de la intensidad de la fluorescencia de los triptofanos, sin
alteracién significativa en la posicién del médximo de emisién de estos residuos
(figura 20).

La intensidad de la fluorescencia en funcién de la concentracién de GDP (figura
21) muestra un comportamiento de saturacién, que es el esperado si el apagamiento de
la flnorescencia refleja indirectamente la uni6én del nucle6tido a la enzima (seccién
I1.9). Los nucleétidos de inosina también apagan la fluorescencia de los triptofanos de
la PEPCK de rata. Los datos experimentales que se muestran en la figura 21, fueron
corregidos por el efecto de filtro interno (Lehrer y Leavis, 1978a), que en todos 1os casos
fue menor de un 10%. Ademds, se descarté que este efecto fuera el responsable de la
disminucién de laintensidad de la fluorescencia por la adici6n de los nucleétidos, puesto
que no se observ6 cambio en la fluorescencia de los triptofanos de 1a PEPCK de levadura
al agregar GDP. E1 GDP tampoco afect6 la fluorescencia de una soluci6n de triptofano.

Los cambios en la fluorescencia producidos por 1a unién de ligandos a proteinas,
han sido frecuentemente usados para determinar las correspondientes constantes de
disociacion (Berger y Evans, 1991; Pearce y Hawrot, 1990). Usando este método se
obtuvieron las constantes de disociacién de los nucleétidos desde la PEPCK de rata
(Tabla VI). En la figura 21 aparecen las curvas de saturacién de GDP, IDP e ITP
expresadas como porcentaje del cambio de la intensidad de la fluorescencia a distintas

concentraciones del nucle6tido. El méximo efecto apagador fue de 30% con GDP, 12%
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Figura 20. Espectro de emisién de los triptofanos de 1aPEPCK (2,6 uM), en TEA-HC150mM, pH 7,3, EDTA
0,5 mM, glicerol 10% v/v (0). A =295 nm. T = 20°C. También se muestra el efecto de 1a adicién de GDP
6 UM (1) y GDP 12 pM (2).
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Figura 21. Cambio de la fluorescencia de los triptofanos de la PEPCK (3 utM), en funcién de la concentracién
de GDP(A); IDP (B) e ITP(C).Elcambio enlaintensidad dela fluorescencia estd expresado como porcentaje.
Los simbolos corresponden a los puntos experimentales y las lineas al ajuste de la ecuacién de una hipérbola.
A_=295 nm; A_=335 nm; T = 20°C.




60

TABLA VI. CONSTANTES DE DISOCIACION DE LOS NUCLEOTIDOS
DE GUANINA E INOSINA PARA LA CARBOXIQUINASA

FOSFOENOLPIRUVICA
Nucleotido Kd (uM)
GDP 6,0 = 0,5
IDP 6,7 = 0,4
ITP 10,1 = 1,7

con ITP y 18% con IDP. Las lineas corresponden al ajuste de los datos experimentales
auna funcién hiperbélica (Perrella, 1988), que permiti6 obtenerlos valores de constante
de disociacién del nucle6tido desde la enzima (seccién IL.9).

La adicién de los otros sustratos de la reaccion (fosfoenolpiruvato, oxaloacetato,
HCO3 0 Mn?*), no afect6 significativamente la intensidad ni la posicién del mdximo de

la emisi6n fluorescente de los triptofanos.
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IIL.3.4 Efectodelaacrilamidasobrelafluorescenciade los residuos de triptofanc

de la carboxiquinasa fosfoenolpirivica libre y saturada con los sustratos.

La acrilamida result6 ser un efectivo apagador de 1a fluorescencia de los residuos
de triptofano de la PEPCK de rata. La figura 22 muestra los datos de intensidad de la
fluorescencia a distintas concentraciones de acrilamida, graficados segiinla ecuacién de
Stern-Volmer. Los datos obtenidos.con la enzima saturada con IDP y GDP también
aparecen en la misma figura.

Los gréficos son lineales en todo el rango de concentracién utilizado, y presentan
una constante de Stern-Volmer de 2,5 M paralaenzima libre yde 2,1y 1,9 M para
la enzima saturada con IDP y GDP, respectivamente,

Para proteinas que contienen miltiples triptofanos se espera heterogeneidadenla
accesibilidad de estos residnos ala acrilamida. Esto, junto con el movimiento localizado
de los triptofanos durante el tiempo de vida del estado excitado, hace esperar graficos
de Stern-Volmer no lineales. Sinembargo, los grdficos sonlineales, lo que significa que
la poblacién de residuos de triptofano que emite, presenta una accesibilidad similar
frente a este apagador.

Las constantes de Stern-Volmer permitieron apreciar la accesibilidad promedio de
la poblacién de triptofanos. Tomando un valor de T promedio, (2,6 ns), calculado a partir
del ajuste biexponencial del decaimiento de la fluorescencia, se obtuvo una constante
bimolecular de apagamiento colisional (kq) de 0,96x10°M's™ parala enzima libre. Este
valor es considerablemente menor que el descrito para el apagamiento del triptofano
totalmente expuesto de la adrenocorticotropina (ACTH), kg= 4,2x10°M*s! yestden
el rango informado para proteinas que presentan una accesibilidad moderada de los
residuos de triptofano a la acrilamida (Eftink y Ghiron, 1976a).

Los otros sustratos de la PEPCK (HCO,, fosfoenolpiruvato, Mn?* y oxaloacetato)
no alteraron la constante de apagamiento por acrilamida. En la enzima libre o saturada
con los sustratos, el maximo de la emisién fluorescente de los triptofanos no cambi6

por efecto de la acrilamida.
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Figura 22. Gréficos de Stern-Volmer para el apagamiento de la fluorescencia de los triptofanos por
acrilamida. Las curvas corresponden a la PEPCK libre (0), saturada con IDP (&) y con GDP (4).
[PEPCK] = 2,3 uM; [IDP] = 170 uM; [GDP] = MOpM. &, =295am; A, =335mm. T = 20°C.
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IIL1.3.5 Efecto de los apagadores ionicos Nal y CsCl sobre la fluorescencia de los

residuos de triptofano.

La acrilamida es un apagador poco selectivo que puede penetrar al interior de las
protefnas y apagar residuos internos aunque con distinta eficiencia que los exteriores
(Eftink y Ghiron, 1976a; Eftink y Ghiron, 1981). En cambio, el Nal y el CsCl, son
apagadores colisionales que permiten diferenciar selectivamente los triptofanos ex-
puestbs, puesto que son especies altamente hidratadas que no penetran facilmente al
interior de las protefnas (Lehrer, 1971; Burstein y col., 1973).

Estos dos apagadores i6nicos disminuyeron parcialmente la intensidad de la
fluorescencia de los triptofanos de la PEPCK de rata. Los datos de intensidad de la
fluorescencia a distintas concentraciones de Nal desde 0,02 a 0,3 M, aparecen en la
figura 23, graficados segin la ecuaci6n de Stern-Volmer. En lamisma figura se muestra
que el NaCl précticamente no tiene efecto sobre la intensidad de la fluorescencia de los
triptofanos. Ademds, se observa que los resultados obtenidos manteniendo la fuerza
i6nica constante para la enzima libre y unida a GDP (figura 23A), son muy parecidos
a los datos medidos sin agregar NaCl (figura 23B).

La curva que corresponde a la enzima libre se desvfa hacia abajo, compor-
tamiento caracteristico de una poblaci6én heterogénea de fluor6foros. S6lo una
pequeifia proporci6n de la poblacién es accesible al yoduro ya que la intensidad
de 14 fluorescencia disminuye en un 13% en presencia de Nal 0,1 M y sélo
disminuye un 3% adicional al aumentar la concentracién de yoduro a 0,25 M.
El CsCl1 0,3 M, apagé s6lo en un 3,8% la fluorescencia de los triptofanos de la
PEPCK de rata (figura 24).

Los experimentos de apagamiento con Nal y CsCl (figuras 23 y 24),
demuestran que estos iones sonconsiderablemente menos efectivos como apagadores
enlaenzima saturada con los nucle6tidos que en laenzima libre. En presencia de GDP,
la fluorescencia bajé s6lo en un 2,2% por la adicién de Nal 0,28 M. La misma
concentracién de yoduro, en presencia de ITP, bajé la fluorescencia en un 4,8% y

pricticamente no la cambié en presencia de IDP.
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Figura 24. Efecto del CsCl sobre la fluorescencia de los triptofanos de 1a PEPCK. Los grificos de
Stern-Volmer corresponden a la enzima libre (@) y en presencia de GDP 190 uM (O). A, =295nm;
A..=335 nm. T=20°C.

El GDPMn suprimi6 el efecto desactivador delion Cs*(figura 24). En este caso
no se estudi6 el efecto de los otros nucle6tidos dada la baja eficiencia del proceso de
desactivacion.

Los resultados anteriores, junto con la disminuci6n de laintensidad de la fluorescencia
intrinseca de 1a PEPCK observada al unirse los sustratos nucleotidicos (seccién I11.3.3),
hacen pensar que estos ligandos podrfan inducir una alteracién conformacional en la
enzima. Sin embargo esta no es la dnica interpretacién posible, puesto que los
nucle6tidos podrian apagar la fluorescencia de los mismos residuos que son desactivados
por yoduro, sin mediar un cambio conformacional en la proteina.

La adicién de los otros sustratos, fosfoenolpiruvato, Mn** o HCO," no

afect6 el apagamiento por Nal de la carboxiquinasa.
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I11.3.6 Propiedades fluorescentes de los residuos de triptofano en la
carboxiquinasa fosfoenolpirivica modificada con AEDANS.

Los triptofanos de la enzima modificada con AEDANS presentan el mismo
espectro de fluorescencia que la enzima nativa.

La adici6n de yoduro hasta una concentracién de 0,31 M prdcticamente no afect6
la intensidad de la emisi6n de los triptofanos en este aducto (figura 25). Este compor-
tamiento es comparable al que presentan los triptofanos en la carboxiquinasa saturada
con los nucledtidos.

En la figura 26 aparece el efecto del IDP sobre la fluorescencia de los triptofanos
en la PEPCK-AEDANS. La intensidad de la fluorescencia disminuye en presencia de
concentraciones crecientes de IDP, pero en menor grado que en la enzima nativa. Este
cambio, aunque pequefio en magnitud, indica que el nucledtido se puede unir a la
PEPCK-AEDANS. Es posible que el AEDANS ocupe s6lo una porci6n del sitio del
nucle6tido y que éste pueda unirse en una posicién distorsionada. En la PEPCK
mitocondrial de pollo se ha descrito un efecto similar. La enzima modificada con
piridoxal fosfato en el sitio de los sustratos fosforilados, puede unirse al PEP, IDP o
GTP, aunque en forma alterada con respecto a la enzima nativa (Guidinger y Nowak,
1991).

No fue posible determinar la constante de disociacién del IDP a partir de estos

datos, dada la pequefia magnitud del cambio observado.
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Figura 25. Efecto del Nal sobre la fluorescencia de los triptofanos de la PEPCK modificada con
AEDANS (). A__=295 nm; A__ =335 nm. También se muestrala curva correspondiente a la enzima

nativa (O).
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Figura 26. Efecto de IDP sobre la intensidad de la fluorescencia de los triptofanos en la PEPCK
modificada con AEDANS. A_ =295 nm; A& =335 nm.
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I11.4 MODIFICACION DE LA CARBOXIQUINASA
FOSFOENOLPIRUVICA CON UN EXCESO MOLAR
DE PIRENIL YODOACETAMIDA

I11.4.1 Formacién del excimero de pireno. Estequiometria de marcacion.

Los experimentos de modificacién de la PEPCK con PIA demostraron que concen-
traciones estequiométricas de este marcador fluorescente inactivan la PEPCK, junto con
incorporarse 1 mol de pireno por mol de enzima inactiva (secci6n I11.1). Elespectro de
emisién de la enzima modificada (A__=344 nm), corresponde al espectro del monémero de
pirenil acetamida con una pequefa contribucién de emision a 470 nm (figura 13).

Cuando se hizo reaccionar la carboxiquinasa con un exceso molar de 5 veces de
PIA a 20°C, se obtuvo un aducto que contiene 2,17 + 0,12 moles de pirenil acetamida
por mol de enzima y que presenta el espectro de emisién que aparece en la figura 27.
Ademds de las bandas de emisién del monémero de pirenil acetamida, aparece una banda
ancha sin estructura vibracional, centrada a 470 nm, que corresponde a un excimero
formado por un residuo de pireno en el estado excitado y otro enel estado fundamental
(Soutar y col., 1974; Graceffa y Lehrer, 1980; Burtnik y col., 1988). La cinética de
formacién del excimero puede seguirse en la mezcla de reaccion (figura 28). Para que
se forme este complejo, los dos anillos de pireno tienen que estar orientados caraacara,
a una distancia de 7-9 A (Martinho y Winnik, 1987).

Para determinar la selectividad de la reaccién de formaci6én del excimero, se hizo
reaccionar la enzima en presencia de GDPMn 100 puM, bajo las condiciones descritas
en esta seccién.

Después de detener la reaccién y eliminar el exceso de derivado de pireno libre,
se determin6 que habfan 0,14 moles de PA unidos covalentemente por mol de enzima.
Este resultado permite suponer que los dos moles de PA se incorporan en el sitio del
GDP.
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Figura 27. Espectro de emisi6n del pireno en el aducto PEPCK:PA=1:2,2.A_ =344 nm. Lasolucién
contiene TEA-HCI1 50 mM, pH 7,3, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v.
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Figura 28. Espectros de emision del pireno (=344 nm)en la mezcla de reaccion que contiene
PEPCK (3uM) y PIA (15 uM) en TEA-HC1 50 mM, pH 7.3, EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v. Los
espectros se registraron después de transcurridos 1, 5, 7'y 10 minutos de reaccién a 20°C.
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11L.4.2. Separacién y purificacién de los péptidos tripticos generados desde la
carboxiquinasa fosfoenolpiriivica modificada con dos moles de pirenil

acetamida.

El perfil de eluci6n en una columna C18 de fase reversa, de los péptidos obtenidos
por digestién con tripsina del aducto PEPCK:PA=1:2,2 aparece en la figura 29. S6lo
hay 2 péptidos principales que absorben a 344 nm y son fluorescenies, €8 decir que estdn
modificados con pirenil acetamida. En el cromatograma aparecen denominados como
péptidos Iy Il respectivamente. El tiempo de retencion del péptido I corresponde al
del péptido triptico que contiene el pireno en el aducto PEPCK:PA=1:1,1.

Los péptidos Iy Il gue aparecen en la figura 29, contienen por lo tanto los residuos
entre los que se forma el excfmero en el aducto PEPCK:PA=1:2,2. La selectividad de
la reacci6n demuestra que précticamente no hay otros residuos que compitan con el
residuo del péptido II en la reacci6n con PIA.

Este resultado es de gran relevancia puesto que abre la posibilidad de identificar
en la secuencia primaria la posicién de dos residuos que se encuentran préximos en la
estructura tridimensional de la enzima.

Con el objeto de obtener los péptidos Iy Il en un grado de pureza apropiado para
determinar su secuencia de aminodcidos, se cromatografiaron aproximadamente 20
nmoles de la mezcla de péptidos tripticos del aducto PEPCK:PA=1:2,2 en la columna
C18 de fase reversa. La muestra fue aplicada en inyecciones sucesivasy eluidacon una
gradiente trifdsica de acetonitrilo (secciénIL.7). Los péptidos se recolectaron en forma
separada, obteniéndose 11 nmoles del péptido I y 3 nmoles del péptido 1L

Después de concentrar las respectivas soluciones para eliminar el acetonitrilo, las
muestras fueron inyectadas en una columna C4 de fase reversa y eluidas bajo las mismas
condiciones usadas con la columna C18. Los perfiles de elucién de los péptidos I'y I1
desde la columna C4 aparecen en la figura 30.

En ambos casos, el pico principal del perfil de absorbancia a 219 nm contiene toda
1a fluorescencia. Los péptidos I y II, recogidos de la columna C4 y analizados bajo las

mismas condiciones, muestran un tinico pico simétrico a 219 nm (datos no presentados).
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Figura 29. Separacion de los péptidos tripticos obtenidos desde el aducto PEPCK:PA=1:2,2.
Columna 100-RP 18 de fase reversa. Las condiciones de la cromatografia son idénticas a las de las
figuras 4-6 y aparecen descritas en la seccion IL.7.
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Figura 30. Separaci6n de los péptidos Iy II del aducto PEPCK:PA=1:2,2. Columna C4 de fase
reversa. Se us6 la misma gradiente que con la columna C18.
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El rendimiento de la cromatograffa en la columna C4 fue de un 75% para

el péptido I y de un 38% para el péptido IL

IIL4.3. Determinacién de la secuencia de aminoacidos de los péptidos marcados

con pirenil acetamida.

En la Tabla VII aparece el resultado de cada uno de los ciclos de secuenciacion
de los péptidos 1 y II, usando el método de secuenciacién descrito en la seccién ILR.
Para cada ciclo, se identificaron los residuos de aminodcido derivatizados con fenil-
tiohidantofna y ademds se cuantific6 su rendimiento.

No fue posible identificar ningtin derivado de feniltiohidantoina en el ciclo
néimero 10 del proceso de secuenciacién del péptido L. Para el péptido 11, ocurrid lo
mismo en relacién a los ciclos nimero 2 y 8.

La secuencia de aminodcidos obtenida para el péptido I se compar6 con la
secuencia primaria descrita para la PEPCK de rata (Beale y col., 1985), y se pudo
determinar que este péptido comprende los residuos que van desde la tirosina27%ala
lisina 290 (figura 31). El residuo que no pudo ser identificado en el 10° ciclo de
secuenciacién corresponde ala cisteina 288 y se infiere que éste es el residuo modificado
por PIA.

Este resultado concuerda con los datos descritos por otros autores que indican que
la cistefna 288 de 1a PEPCK de rata se modifica selectivamente con cumarinil maleimida
(Lewis ycol., 1989a). Lacistefna 288 también es el residuo de aminodcido més reactivo
frente a PIA, puesto que se modifica en forma especifica con concentraciones
equimolares de este reactivo (seccion III.1).

Se determiné la secuencia de los primeros 20 residuos del péptido II (Tabla VII)
y ésta se compar6 conla secuencia primaria de laenzima. Considerando la especificidad
de la tripsina, se infiri6 que este péptido contiene los residuos que van desde la
fenilalanina 406 a la arginina 436, atin cuando no fue posible obtener la secuencia de

los 10 tltimos residuos (figura 31).
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TABLA VII. DEGRADACION DE EDMAN DE LOS PEPTIDOS

MODIFICADOS CON PIRENIL YODOACETAMIDA

PEPTIDO I PEPTIDO II
Aminodcido pmoles* Aminodcido pmoles*
Y 808 F 79
L 95 X --
A 829 T 22
A 955 P 7
A 888 A 52
F 617 S 2
P 192 Q 27
S 52 X --
A 472 P 3
X - I 24
G 180 I 38
K 156 D 17
P 6
A 11
W 5
E -
S 1
P 1
E 1
G 3

* Rendimientos para los derivados de feniltiohidantoina de los aminoécidos.
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PEPTIDO I:

279

Tir-Leu-Ala-Ala-Ala-Fen-Pro-Ser-Ala-X-Gli-Lis

PEPTIDO II:

406 407 413

|

Fen-X-Tir-Pro-Ala-Ser-GIn-X-Pro-Ile-Ile-Asp-Pro-Ala-Tri-Glu-

425 436

| |

Ser-Pro-Glu-Gli-............ -Arg

Figura 31. Secuencia de los péptidos marcados con pirenil yodoacetamida en el aducto
PEPCK:PA=1:2,2,

En las posiciones 407 y 413, que corresponden a residuos de cisteina, 1o se
detectaron derivados de feniltiohidantofna. Cualquiera de estas dos cisteinas podria
eventualmente marcarse con PIA, pero no fue posible dilucidar este punto dado que no
se detectd fluorescencia en los distintos ciclos de secuenciacién y se detect6 en los
ciclos 2 y 8 un compuesto que podrfa corresponder a la carboximetil cistefna. El
derivado de pirenil acetamida de la cistefna podrfa hidrolizarse durante el proceso de
secuenciacién y generar carboximetil cistefna, que es la formaen que se encuentran

todas las cistefnas de la enzima después de 1a digestién con tripsina.




Rk

L o T .. .. o R

75

III.5 MODIFICACION CON PIRENIL YODOACETAMIDA DE LA
CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA OXIDADA CON
ACIDO BIS-DITIONITROBENZOICO

LaPEPCK citosélica de higado de rata contiene 13 tioles, todos en estado reducido
(Carlson y col., 1978). Los estudios publicados acerca de la quimica de sulfhidrilos en
esta enzima, demuestran que hay una cistefna esencial, hiperreactiva en o cerca del sitio
del nucle6tido (Carlson y col., 1978; Lewis y col.,1989 a). La cisteina critica se
encuentra ubicada préxima a una segunda cisteina, ya que la incubacién de la enzima
con concentraciones equimolares de DTNB lleva a 1a formacién de un enlace disulfuro
intramolecular que incluye este residuo (Carlson y col.,1978). Ademds, Ia enzima es
inactivada por reactivos de ditioles (Carlson y col., 1978} y por el reactivo de
fotoafinidad 8-azido-GTP, que también induce la formaci6én de un puente disulfuro
entre dos cistefnas ubicadas en el sitio del nucleétido (Lewis y col., 1989 b). Los
residuos de cisteinaque forman el disulfuro, podrian también ser los que reaccionan con
PIA bajo las condiciones en que se forma el excimero de pireno.

Con el objeto de explorar esta posibilidad, los dos sulfhidrilos més reactivos de la
carboxiquinasa fueron bloqueados oxiddndolos a un disulfuro con 4cido bis-
ditionitrobenzoico (Carlson y col., 1978). Posteriormente se hizo reaccionar esta

enzima oxidada con pirenil yodoacetamida.

IIL5.1 Oxidaciénconacido bis-ditionitrobenzoico delos dos residuos de cisteina: mas

reactivos de la carboxiquinasa fosfoenolpiridvica.

Se hizo reaccionar 1a PEPCK con concentraciones estequiométricas de DTNB, a
30° C y pH 7,0 (Carlson y col., 1978). En estas condiciones se liberan 2 moles de
tionitrobenzoato por mol de enzima (figura 32), lo que permitekinferir la formaci6n de
un puente disulfuro entre cisteinas vecinasen laestructura tridimensional de la proteina.

La cisteina m4s reactiva reacciona con el DTNB y forma un disulfuro mixto. Luego,
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un sulfhidrilo vecino ataca el disulfuro y forma un puente de cistina, liberdndose un
segmido mol del anién tionitrobenzoato (figura 32).

Laenzimamodificada segin el procedimiento anterior fue dializada contra
TEA-HCI 50 mM pH 7,3, EDTA 50 mM y glicerol 10% v/v para eliminar el ani6n

tionitrobenzoato.

I11.5.2 Unién del IDP a la carboxiquinasa fosfoenolpiriivica oxidada con acido

bis-ditionitrobenzoico.

Los experimentos detallados en la secci6n I11.3 demostraron que la unién de los
nucle6tidos de guanosina e inosina disminuye la intensidad de la fluorescencia de los
triptofanos de la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica nativa. Estos datos permitieron
determinar las constantes de disociacién de los nucleétidos desde la enzima.

Laintensidad de la fluorescencia de los triptofanos de la carboxiquinasa oxidada,
también disminuyé progresivamente al agregar IDP (figura 33). Concentraciones
saturantes de este nucle6tido producen una disminuci6én de un 15% en la emision de
estos residuos. De estos datos, se calculé una constante de disociacién de 8 UM, que es del
mismo orden que la constante de disociacién del IDP desde la enzima nativa (6,7 uM).

Este resultado induce a pensar que la conformacion del sitio del nucleétido de la
enzima oxidada con DTNB no ha cambiado significativamente con respecto a la de la
enzima nativa y que el PIA podria reaccionar con los sulfhidrilos libres presentes en
la enzima oxidada, de la manera en que lo hace en la enzima nativa. Los experimentos
detallados en las siguientes secciones, permiten deducir si los residuos que forman el

excfmero son los mismos que se bloquean con DTNB.
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Figura 32. Cinética de liberacién de tionitrobenzoato (TNB), durante la reaccién de la PEPCK (8uM)
con DTNB (8M) a 30°C. El medio de reaccién coatiene 25 mM de Hepes pH 7,0, EDTA 0,5 mM,
glicerol 10% v/v. La concentracién de TNB se determiné a 412 nm, (e=13,6x103). Las ecuaciones
a) y b) del esquema explican la reaccién de tioles vecinos en la proteina, con DTNB.
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Figura 33. Efecto del IDP sobre la intensidad de la fluorescencia de los triptofanos en la PEPCK

oxidada con DTNB. A =295 nm; A =335 nm.
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IIL1.5.3 Reaccién de la carboxiquinasa fosfoenolpiridvica oxidada, con pirenil

yodoacetamida en las condiciones en que se forma excimero.

Se hizo reaccionar la carboxiquinasa oxidada con un exceso molar de 5 veces de
PIA, a 20°C por 10 minutos. Después de separar el derivado de pireno libre, se determiné
que se habﬁm incorporado 1,75 moles de pirenil acetamida por mol de proteina. El
espectro de emisién de este aducto, (A =344 nm) preseﬁta labanda del excimero
(figura 34), aunque en menor proporcién con respecto al monémero que en Ia PEPCK

nativa, modificada con 2,17 moles de PA.
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Figura 34. Espectro de emision del pireno en la PEPCK oxidada con DTNB y modificada con PIA.
A =344 nm. La solucién contiene TEA-HCI 50 mM, pH 7,3; EDTA 0,5 mM, glicerol 10% v/v.
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II1.5.4 Separaciéndelos péptidos tripticos obtenidos a partir dela carboxiquinasa

fosfoenolpirivica oxidada y modificada con pirenil yodoacetamida.

La enzima, oxidada con DTNB y modificada con PIA, fue digerida con tripsina
y lamezcla de péptidos fue resuelta e'n HPLC usando una columna C18 de fase reversa
(figura 35).

El cromatograma muestra que no aparecen péptidos que absorban a 344 nm, con
tiempos de retencién entre 90-100 minutos, zona en la que se eluye el péptido que
contiene la cistefna 288. Por lo tanto, la cistefna 288 es uno de los residuos que forma
el disulfuro en la enzima oxidada con DTNB.

En lazona del cromatograma donde eluye el péptido I del aducto PEPCK:PA=1:2,2
aparecen varios péptidos que absorben a 344 nm y son fluorescentes. No queda claro
de este experimento si alguno de ellos corresponde al péptido II, por lo que esta mezcla
de péptidos fue cromatografiada en una columna C4 de fase reversa con el objeto de
mejorar su resolucion (figura 36). El perfil de absorbancia a 344 nm del eluido de esta
columna permite establecer claramente que los péptidos que se modifican con PIA en
la PEPCK oxidada, son distintos al péptido II, cuyo tiempo de retenciéon aparece
indicado en la figura 36.

Este resultado indica que las cistefnas que forman el excimero son las mismas que
forman el enlace disulfuro frente al DTNB, y por lo tanto permite definir una ubicacién
espacial relativa para los dos residuos ubicados en el péptido I y IL
Lacisteina 288 y la cistefna 403 o la cisteina 407, se encuentran vecinasen la estructura
tridimensional de la PEPCK, en una posicién tal que sus grupos sulfhidrilo pueden

formar un enlace covalente.
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Figura 35. Separaci6n de los péptidos tripticos provenientes de la PEPCK oxidada y modificada
con PIA. Columna 100-RP18 de fase reversa. Las condiciones de la cromatografia son idénticas a las de la
figura 29. La flecha indica el tiempo de retencion del péptido que contiene la Cis 288 (figura 29).
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Figura 36. Separacion de los péptidos marcados con pireno, provenientes de la PEPCK oxidada con DTNB
y modificada con PIA. Columna C4 de fase reversa. Las condiciones de la cromatografia son las mismas que
en el experimento de la figura 30. La flecha indica el tiempo de retencién del péptido II (figura 30).
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IV. DISCUSION

En el presente trabajo se ha efectuado un estudio de la PEPCK del citosol de
higado de rata, basado en el andlisis de la emisi6n de fluoréforos exégenos unidos
covalentemente a la enzima, asf como en determinaciones de la fluorescencia intrinseca.

Las sondas fluorescentes 1,5-I-AEDANS, pirenil maleimida y pirenil yodoacetamida,
modifican selectivamente un residuo de aminodcido de laenzima. En concordancia con
la especificidad descrita para estos modifiucadores (Franzen y col., 1980; Birmachu y
col., 1989; Graceffa y Lehrer, 1980; Ishii y Lehrer, 1990; Kouyamay Mihashi, 1981),
se demostré que una cistefna es el residuo que reacciona con pirenil yodoacetamida.

Este residuo ocupala posici6n 288 en la estructura primaria de la PEPCK de rata, como

se pudo demostrar secuenciando el péptido triptico fluorescente respectivo (Tabla VII).
La cistefna 288 de esta enzima ya habfa sido identificada como el tiol mds reactivo
frente a cumarinil maleimida (Lewis y col., 1989a). Por otra parte, es muy probable que
laPMyel 1,5-1-AEDANS reaccionen con este mismo residuo, dadala hiperreactividad
de la cistefna 288, as{ como los patrones de proteccién por los sustratos obtenidos para
Ja inactivacién por 1,5-I-AEDANS y ambos derivados del pireno, que permiten postular
que la cistefna modificada estarfa ubicada en la misma regién de la enzima.

Los sitios de uni6n de los sustratos en la PEPCK de rata no han sido identificados
directamente, pero el conjunto de las pruebas experimentales disponibles, indica que Ia
cistefna mds reactiva se encuentra en el sitio activo, en o cerca del sitio del nucledtido.

La enzima modificada con DTNB y cumarinil maleimida es completamente
inactiva (Carlson y col., 1978, Lewis y col., 1989a), asf como la enzima modificada con
1,5-I-AEDANS, PM o PIA. La inactivacién no es consecuencia de un efecto estérico

puesto que la enzima modificada con cianuro también es inactiva (Carlson y col., 1978).

Por otra parte, el GDP o GDPMn suprimen completamente la inactivacién con los
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modificadores mencionados anteriormente, a diferencia de los otros sustratos de la
enzima que reducen parcialmente 0 bien no afectan la velocidad de inactivacién. Este
patrén de protecci6n es andlogo al obtenido para la fotoinactivaci6n de la PEPCK con
8-azido GTP, compuesto que se une al sitio del nucle6tido y que puede ser utilizado
como sustrato por la enzima (Lewis y col., 1989b).

Ademds, la cistefna 288 se encuentra ubicada en la secuencia primaria de la
PEPCK de rata, entre dos secuencias de consenso que han sido postuladas parala unién
de 1os fosforilos del GDP (Cook y col., 1986), y presenta caracteristicas que son propias
de residuos ubicados en el sitio activo de enzimas (reactividad aumentaday pK alterado
con respecto a la cistefna libre). La cinética de inactivacién de la PEPCK de rata con
derivados de la maleimida a pH 7,0 y 0°C es tan rédpida que no puede seguirse por
metédicas convencionales (Lewis y col., 1989a). Esta reactividad aumentada podria ser
en parte consecuencia del bajo valor de pK_ que presenta la cistefna 288 (pK,=7,0). El
rango de pK, descrito para los residuos de cisteina de diversas proteinas varfa entre 8
y 11.(Tanford, 1962). Las caracteristicas del microentorno del residuo, como la
polaridad y la presencia de cargas positivas, pueden dar cuenta del pK, alterado. Por
ejemplo, en la Ca>*-ATPasa de reticulo sarcopldsmico, se demostré que las dos cisteinas
m4s reactivas se encuentran vecinas a varias argininas y que estos residuos presentan
un pK_ considerablemente reducido con respecto a la cistefna libre (Bishop y col.,
1988). Es muy probable que existan residuos cargados positivamente en el sitio activo
de 1a PEPCK de rata, dado que varios de sus sustratos son aniones a pH neutro cuyas
cargas deben ser estabilizadas por la enzima. De hecho, para las PEPCKs de pollo y de
levadura se han descrito argininas y lisinas en el sitio de los sustratos fosforilados
(Malebr4n y Cardemil, 1987; Saavedray col., 1988; Guidinguer y Nowak, 1991; Nowak
y col., 1992).

Los experimentos con DTNB y 8-azido-GTP habfan demostrado la presencia de
tioles vecinos en el sitio del nucleétido de la PEPCK de rata (Carlson y col., 1978;
Lewis, y col., 1989b). En esta tesis se demostré que la cisteina 288 es uno de los dos

residuos que forman un enlace S-S por modificacién con cantidades estequiométricas
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de DTNB. Adem4s, se demostré que estos dos residuos difieren considerablemente en
su reactividad puesto que no compiten por las sondas fluorescentes utilizadas en el
presente trabajo. De hecho s6lo se logr6 marcar con PIA una segunda cisteina
aumentando notablemente la concentraci6n del modificador, la temperatura y el tiempo
de reaccién (seccion I1L.4.1). A sﬁ vez, esta segunda cistefna presenta una reactividad
considerablemente mayor que la de las 11 cistefnas restantes, puesto que s€ obtuvieron
s6lo dos péptidos fluorescentes principales a partir del aducto PEPCK:PA=1:2,2. Esta
situacién es diferente ala descrita parala PEPCK de levadura, que contiene dos cisteinas
de reactividad similar frente a PIA y PM, enel sitio del ATP. Estos dos tioles se marcan
simultdneamente con PIA y en forma mutuamente excluyente con PM (Cardemil y col.,

1990: Cardemil, E. y Encinas, M.V. datos no publicados).

Las caracterfsticas fluorescentes del AEDANS unido ala PEPCK de rata, demos-
traron que esta sonda se encuentra en un entorno de polaridad reducida. El mdximo de
emisién del AEDANS estd desplazado hacia el azul con respecto a la emisi6n de este
fluor6foro en agua. La magnitud de este desplazamiento es considerablemente mayor
que la descrita para el AEDANS unido a otras protefnas (Franzeny col., 1980; Encinas
y col., 1990; First y Taylor, 1989).

El desplazamiento espectral del AEDANS unido ala N-acetilcisteina, en solventes
apolares, polares y proticos, muestrauna buena correlacién con el pardmetro ET 30, que
mide la capacidad del solvente para estabilizar estructuras dipolares (Reichart, 1982).
Interpolando el mdximo de emisién del AEDANS unido ala PEPCK derataen esta serie
de valores, se encontré que éste coincide con el de laN-AcCis-AEDANS en etanol. Sin
embargo, la interpretacién de este resultado no es simple puesto que los grupos de la
protefna que interactdan con el AEDANS son heterogéneos y sus movimientos estdn
restringidos, lo que limita su reordenamiento para estabilizar el estado excitado del
fluorGforo. Atin asf, se puede deducir que la polaridad del sitio del AEDANS en la PEPCK
de rata es considerablemente menor que la del H,O y menor que la determinada con la

misma sonda para el sitio del ATP en la PEPCK de levadura (Encinas y col., 1990).
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Estos resultados concuerdan con diversos datos anteriores que hacen
pensar en la presencia de un dominio de baja polaridad asociado con la actividad
catalftica en la PEPCK de rata. Distintos derivados hidrofébicos de la maleimida
modifican especfficamente el sitio del nucleétido de esta enzima (Lewis y col., 1989a).
La cistefna 288, residuo que forl;aarfa parte de este siiio, se encuentra en un segmento
de 1a protefna enriquecido en amino4cidos apolares (Beale y col., 1985). Ademds, se
ha demostrado que las interacciones hidrofébicas son importantes en la unién de esta
enzima a la matriz de afinidad GTP-agarosa (Colombo y col., 1978).

Por otra parte, la ubicacién de la cistefna mds reactiva de 1a carboxiquinasa de rata
en un entorno de polaridad reducida, no define su accesibilidad o grado de exposicién
al solvente, aunque podrfa esperarse que en general los residuos ubicados en entornos
apolares pudieran ser poco accesibles. Losexperimentos de apagamiento de lafluorescencia
del AEDANS por acrilamida demostraron que esta sonda presenta una accesibilidaé
limitada a este apagador, con un valor dekq. (5,6x10’M's) que estdenelrango inferior
descrito para otras protefnas marcadas con AEDANS (Leavis y col., 1984).La eficiencia
del proceso de desactivacién del AEDANS por la acrilamida disminuye al bajar la
polaridad del solvente (Encinas y Lissi, 1985b}. Sin embargo, el valor de la constante
de apagamiento bimolecular obtenido para la PEPCK de rata es un orden de magnitud
menor que elinformado parael modeloN-AcCis-AEDANS enetanolyen dimetilformamida
(Encinas y col., 1990). Se puede inferir entonces, que el sitio que une al AEDANS se
encuentraconsiderablemente apantallado del solvente en lacarboxiquinasa fosfoenolpinivica
de rata.

El decaimiento fluorescente de la pirenil maleimida unida a esta enzima presenta
dos componentes, que ponen en evidencia distintos microentornos detectados por la
sonda. Esta es una caracterfstica propia de la PM unida ala enzima, puesto que elmodelo
N-AcCis-PM en distintas mezclas de solventes, presenta un decaimiento monoexponencial.
En general la heterogencidad en el entorno local de una sonda unida a una proteina
puede provenir de sitios de unién muiiltiples (Leavis y col., 1984), de movimientos

localizados de la sonda (Bishop y col., 1988) o bien de la existencia de distintas
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conformaciones de la protefna (Betteridge y Lehrer, 1983). Como la PEPCK de rata se
modifica con PM en un solo sitio, se descarta la primera posibilidad. Por otra parte, la
protefna podria existir en una conformaci6n unicay la marca podria equilibrarse en dos
entornos que difirieran en el grado de exposicién al solvente y/oen la cercanfa a distintos
residuos apagadores de la fluorescencia del pireno.

El grado de exposicién al H,O tiene un considerable efecto apagador sobre el
croméforo de la pirenil maleimida, como lo demuestran los valores de tiempos de vida
que presenta la N-AcCis-PM en distintas mezclas etanol/agua (Tabla III). Ademds, se
ha demostrado que la fluorescencia del pireno es apagada eficientemente por el
triptofano, tanto en H,O como en mezclas etanol/H,O (Encinas y Lissi, 1986).
La N-AcCis-PM también es desactivada por triptofano, as{ como por histidina y
metionina, con una constante de velocidad enelrango de 10°M1s! (Encinas, M.V. datos
no publicados). Por lo tanto, distintas distribuciones locales de residuos de aminodcido
alrededor de la sonda podrian apagar en forma diferencial la fluorescencia del pireno
unido a la carboxiquinasa.

Los movimientos rotacionales de la sonda en el interior de la proteina pueden dar
origen a un decaimiento heterogéneo solamente si son mds lentos que la emisién
fluorescente (Alcalay col., 1987b). Sin embargo, para el pireno unido a la enzima esto
resulta poco probable, ya que su tiempo de decaimiento fluorescente es bastante largo.
Entonces, el decaimiento biexponencial se deberfa mds bien a la participacion de
fluctuaciones estructurales en la protefna que ocurrirfan en unaescala de tiempo mucho
mayor que la del decaimiento (Alcalaycol., 1987b). La carboxiquinasa modificada con
pirenil maleimida podrfa existir en dos estados conformacionales en equilibrio, que
diferirfan en el tipo y cercanfa de los residuos vecinos al fluoréforo o bien en el grado
de exposicién de éste al solvente.

La adicién de acrilamida no afecté la intensidad de la fluorescencia nilos tiempos
de decaimiento de la pirenil maleimida unida a la PEPCK. Si bien este resultado
demuestra que el pireno no estd expuesto al solvente, no fue posible establecer su grado

de inaccesibilidad puesto que la acrilamida es muy ineficiente como apagador del pireno




86

en solventes de polaridad reducida (Tabla V). Porejemplo, la constante de apagamiento
bimolecular determinada para N-AcCis-PM en etanol 60%, es menor que 3x 108Mist.
Con este valor se observarfa menos de un 6% de apagamiento a una concentracién de
acrilamida de 0,4 M, tomando un T promedio de 50 ns para el PM unido a la enzima.

Con respecto al efecto apagador del yoduro, se obtuvo para la intensidad de la
fluorescencia de la PM en la enzima, un grifico de Stern-Volmer no lineal. De la
pendiente de esta curva a concentraciones bajas de yoduro, se calcul6 un valor de kq de
2x108M-'s!, que corresponde al valor que se esperarfa para la pirenil malemidaexpuesta
al solvente. Sin embargo este no es el caso, puesto que la acrilamida no afect6 la
intensidad ni los tiempos de decaimiento de la PM unida a la PEPCK. Por otra parte, los
dos tiempos de decaimiento fueron apagados con la misma eficiencia por el yoduro.
Estas- anomalias en el efecto apagador de yoduro sugieren que este ani6n afecta la
fluorescencia del pireno al menos en parte a través de una alteracion conformacional de
la protefna. Los datos obtenidos con yoduro en la PEPCK modificada con AEDANS
apoyan esta hipGtesis ya que la adicién de este anién desplaza en 10 nm el mdximo de
emisién de esta sonda sin afectar la intensidad de la fluorescencia del AEDANS. Para
otras protefnas se ha descrito que el yoduro induce cambios conformacionales y en
algunos casos se ha demostrado que este ion altera la estructura secundaria de estas
macromoléculas (Tonomura y col., 1962; Ide y Engelborghs, 1981; Hill y col., 1986).

Las determinaciones de anisotropfa de la fluorescencia del AEDANS unido a la
PEPCK de rata, demostraron que esta sonda presenta una libertad rotacional restringida
en el interior de la protefna. En oposicién a este resultado, se habfa detectado
considerable movimiento del AEDANS unido al sitio del ATP de la PEPCK de levadura
(Encinas y col., 1990). Esto pone en evidencia diferencias estructurales en 1os sitios del
nucle6tido de ambas carboxiquinasas, en concordanciacon las diferencias que han sido
descritas paralos sitios del GTP y del ATP en diversas proteinas (Fryy col., 1986; Dever
y col., 1987).

Comparando las secuencias primarias de diversas proteinas que unen ATPyGTP,

se demostré que hay una secuencia fuertemente conservada, relacionada con la unién
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de la guanina (Dever y col., 1987). Si se cambia algin residuo de esta secuencia,
disminuye drdsticamente la interacci6n con el GTP (Clanton y col., 1986). Por otra
parte, 1as protefnas que unen ATP muestran una gran variabilidad y no se han detectado
enellas residuos conservados que participen en la interaccién conlaadenina (Fry y col.,
1987). Estos hechos se reflejan en los valores de la constante de disociacién (K ) para
los m;cledtidos de guanina y adenina, que presentan diversas protefnas. Los valores de
K, parael ATP estdn entre 50 y 200 pM, mientras que las K para el GTP estdn
entre 1y 10 pM (Dever y col., 1987). Para la PEPCK de rata, nosotros determinamos
que el valor de la constante de disociacién para el GDP es de 6,0 pM (Tabla VI), y més
adelante volveremos a analizar este punto, al discutir los resultados obtenidos de los
estudios de la fluorescencia intrinseca de la enzima.

Por consiguiente, la unién del ATP a la PEPCK de levadura requerirfa de menos
sitios de contacto que la uni6n del GTP a la carboxiquinasa de rata, y este hecho podria

manifestarse en el tipo de interaccién que presentan las dos enzimas con el AEDANS.

Como ya fue comentado anteriormente, se habfa descrito la existencia de al menos
un par de cistefnas vecinas en el sitio de unién del nucleétido de la PEPCK citosélica
de rata (Carlson y col., 1978; Lewis y col., 1989b), aunque hasta ahora no existfa
conocimiento de la ubicacién de estos residuos dentro de la estructura primaria de la
protefna. En este trabajo se pudieron marcar especificamente con PIA dos residuos de
cistefna vecinos ubicados en el sitio del nucle6tido de 1a PEPCK de rata. La enzima as{
modificada present6 fluorescencia del excimero de pireno ademds de la banda de
emisién del mon6émero. El excimero puede formarse s6lo cuando una molécula de
pireno excitado estd inmediatamente adyacente a una molécula de pireno en el estado
fundamental, con ambos anillos orientados cara a cara (Turro, 1978). Se ha postulado
que las dos moléculas de pireno que participan enla formacion del excimero se ubicarfan
a una distancia de 7-9 A (Martinho y Winnik, 1987). Sin embargo, la formacién de
excifmero no define la orientacién espacial de las dos cistefnas modificadas, puesto que

los anillos de pireno podrian formar este dimero ain cuando los grupos sulfhidrilo alos
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NH—-CO—-CH; =S —Cisq-
NH-CD-CHz—S —Cisp-

NH—CO — CHz—s—clsp}

Figura 37. Distintas posibilidades de ubicacién relativa de las cisteinas que forman el excimero
en la PEPCK modificada con 2,17 moles de pireno acetamida.

que se encuentran unidos estén alejados. En la figura 37 aparecen esquematizadas dos
posibles ubicaciones para las cistefnas modificadas con PIA.

La secuenciaci6n de los péptidos tripticos obtenidos desde el aducto PEPCK:PA=1:2,2
permiti6 identificar la cisteina 288 como uno de los residuos que forma el excimero, y
que corresponde a la cistefna més reactiva frente a PIA en la enzima (seccion IIL 1). El
péptido triptico que contiene la cistefna de menor reactividad fue identificado en la
secuencia primaria de la enzima, pero no fue posible determinar cudl de las dos cisteinas
que contiene este péptido (407 0 413), estd modificada con PA. No se puede descartar
la posibilidad de que ambos residuos se marquen en forma mutuamente excluyente, ya
que los péptidos modificados en este caso, probablemente se eluirfan juntos de las

columnas de fase reversa.
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Dada laestequiometria de marcacion, se puede descartar la formacién de excimero
entre las cistefnas 407 y 413, situacién para la que se esperaria una incorporacién de
alrededor de 3,0 moles de pireno por mol de enzima.

La fluorescencia monomérica que se obtiene en el aducto PEPCK:PA=1:2,2
proviene de moléculas de pireno que no pueden formar excimero. Como se observa
fluorescencia tanto del monémero como del excimero, se podria inferir que la PEPCK
marcada con PA existirfa en dos estados en equilibrio. En uno de ellos los anillos de
pireno estarfan orientados en forma no efectiva para la formacién de excimero y el
pireno excitado en esta conformaci6én se desactivarfa dando la fluorescencia del
monoméro. En el otro estado, el pireno excitado podrfa asociarse con un pireno vecino
en el estado fundamental y dar la fluorescencia propia del excimero.

Con el objeto de poder discriminar entre las posibilidades que se muestran en la
figura 37, nosotros bloqueamos los dos sulfhidrilos mds reactivos de la PEPCK de rata
con DTNB, y pudimos verificar que las cistefnas que forman el excimero se encuentran
vecinas en la estructura tridimensional de la carboxiquinasa nativa. Nuestro argumento
para ésta afirmacién consiste en que los péptidos que contienen estos residuos no
aparecen marcados en la carboxiquinasa oxidada con DTNB y tratada con PIA. La
formacién del enlace disulfuro entre las dos cistefnas mds reactivas no alteré la
capacidad de unir IDP de la PEPCK, puesto que ese nucle6tido disminuy6 la intensidad
de la fluorescencia de los triptofanos de la enzima oxidada en la misma magnitud que
en la carboxiquinasa nativa. Ademds, la afinidad de la enzima oxidada por el IDP es
pricticamente igual a la que presenta la PEPCK nativa. Estos datos sugieren que la
oxidaci6n con DTNB no ha alterado significativamente la conformaci6n del sitio de
unién del nucleétido. Dada la reactividad con PIA de la enzima oxidada, creemos que
la orientaci6n de los 2 tioles que forman el excfmero corresponderia a la que se
esquematiza en la figura 37A. En otras protefnas, como la tropomiosina de musculo de
conejo, también se ha demostrado que cisteinas vecinas que se oxidan a un disulfuro
frente a DTNB, pueden reaccionar con pirenil maleimida y formar un excimero
(Graceffa y Lehrer, 1980).
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Los estudios anteriores también permitieron identificar la cistefna més reactiva
con DTNB en la PEPCK de rata, residuo que no habfa sido identificado hasta ahora.
Carlson y colaboradores (1978) demostraron que el residuo més reactivo con DTNB,
se encuentra en una posicién correspondiente al 44% de lalongitud total de la proteina,
contada desde el grupo amino terminal. Las cistefnas mds cercanas a esta posicién son
1a245 yla 288 (Beale y col., 1985). Posteriormente, Beale propuso la cisteina 245 como
el candidato mé4s probable, considerando que la cisteina 288 se encuentra en un
segmento hidrof6bico de la protefna que deberfa estar ubicado hacia el interior y ser
inaccesible al DTNB (Beale y col., 1985).

Nuestros experimentos, demuestran claramente que la cisteina 288 es uno de los
residuos que reaccionan con DTNB. Considerando la posicién descrita parala cisteina
m4s reactiva con este modificador en la secuencia primaria de la carboxiquinasa de rata
(Carlson y col., 1978; Beale y col., 1985), se puede inferir que la cisteina 288 es el tiol
més reactivo con DTNB. Aunque este residuo se encuentra en un entorno de polaridad
reducida, es muy accesible a moleculas como PIA y DTNB que difunden desde la

solucién.

Los estudios de la fluorescencia extrinseca descritos en este trabajo, fueron
complementados con el andlisis de las caracterfsticas de fluorescencia de los triptofanos.
La fluorescencia intrinseca de 1a PEPCK de rata result6 ser muy sensible ala presencia
de los sustratos y productos nucleotidicos, que apagaron entre un 12 y un 30% de la
emisién de estos residuos.

El espectro de emisién de los triptofanos, aportd cierta informacion con respecto
a la naturaleza promedio del entorno de estos fluor6foros. El méximo de emision a
335 nm induce a pensar que el promedio de la poblaci6n de triptofanos de la PEPCK
de rata est4 en regiones s6lo parcialmente accesibles al solvente (Burstein y col., 1973).
Los experimentos con apagadores iénicos comprobaron esta hip6tesis, puesto que s6lo
una pequefia proporci6n de la poblacion de triptofanos fue apagada por Nal 'y CsCl,

La constante de apagamiento por acrilamida para el promedio de los triptofanos
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de 1a PEPCK de rata (0,96x10°M-1s1), estd en el rango descrito para proteinas que
contienen residuos medianamente expuestos (Eftink y Ghiron, 1976a). Sin embargo,
este desactivador neutro no permiti6 diferenciar topogréficamente los distintos triptofanos
de la proteina, puesto que puede penetrar en la matriz y desactivar residuos interiores
(Eftink y Ghiron, 1981). _ *

Por otra parte, el yoduro desactiva selectivamente residuos de triptofano expues-
tos al solvente (Lehrer, 1971). La desviacién hacia abajo enel graficode Stern-Volmer
que se obtuvo con este apagador para la PEPCK de rata, permite postular que s6lo una
parte de la poblacién de triptofanos estd accesible a este anién. Al tratar los datos de
acuerdo a la ecuacién de Stern-Volmer modificada (Lehrer, 1971), se obtuvo una
fraccién accesible de 0,18 y una constante de apagamiento efectivo de 5x10°M's™.
Este Gltimo valor es anormalmente alto para la desactivacién por yoduro de triptofanos
en protefnas (Lehrer, 1971; Calhoun y col., 1983).

Dado que las protefnas son polielectrolitos los efectos electrostiticos pueden
influir en la accién desactivadora del yoduro y lievar a sobre o subestimar la exposicion
de estos fluoréforos. Este efecto ha sido descrito en la seroalbdmina humana asf como
en compuestos modelo (Lehrer, 1971). Sin embargo, en el experimento con la PEPCK
de rata se mantuvo una fuerza i6nica constante y alta, por lo cual se esperarfa que estos
efectos fueran minimos. Una explicacién alternativa es que el yoduro induzca una
alteracién conformacional en la carboxiquinasa, efecto que ha sido descrito en otras
protefnas (Tonomura y col. 1962; Ide y Engelborghs, 1981; Hill y col., 1986). En la
PEPCK de rata modificada con AEDANS se demosts6 que el yoduro altera el entorno
de este fluoréforo, de modo que resulta factible que el valor obtenido para la constante
de apagamiento de 10s triptofanos por Nal se deba al menos en parte a que este anion altera
1a conformacién de la enzima.

La fluorescencia intrfnseca de la PEPCK de rata disminuy6 considerablemente
por la unién de GDP, IDP o ITP. Se descarté que este comportamiento se debiera a un

efecto de filtro interno, ya que los nucle6tidos presentan una absorcién baja, menor a

0,02 en todo el rango de concentracién usado, que fue considerada en la correccitn de
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los datos (seccién 11.9). Ademds, no se observé disminuci6n de la fluorescencia de los
triptofanos al agregar GTP a la carboxiquinasa de levadura.

La disminuci6n de la fluorescencia de los triptofanos de una protefna porla unién
de un ligando ha sido interpretada frecuentemente como un cambio estructural local,
que altera la interacci6n de ciertos residuos especificos con grupos vecinos (Omar y
Schleich, 1981; Kumar y col., 1988; Pawagi y Deber, 1990; Pearce y Hawroth, 1990).
Sin embargo, aunque esta interpretacioén parece razonable, nuestros resultados podrian
también ser consecuencia del efecto apagador de los nucle6tidos sobre la fluorescencia
de algunos residuos de triptofano ubicados en el sitio de uni6n de estos ligandos en la
enzima. Esta desactivaci6n podria ocurrir a través de un complejo de transferencia de
carga entre el tripto fano y el GDP. Otros mecanismos de desactivacién como la
transferencia de energfa electr6nica a través del mecanismo de Forster (Vasak y col.,
1979£ Messmer y Kigi, 1985; Divita y col., 1991) y la formacién de complejos dador-
aceptor en el estado fundamental (Montenay-Garestier y Helene, 1971; Mutai y col.,
1975; Atkins y col., 1991) parecen poco probables. El apagamiento por transferencia de
energfa de resonancia no ocurrirfa en base a consideraciones energéticas y debido ala
falta de sobreposicion de los espectros de fluorescencia y de absorcién. Ademds, hay
pruebas indirectas que descartan la formacién de complejos no-luminiscentes en
el estado basal ya que el espectro de absorcién de la PEPCK no se alter6 en presencia
de los nucledétidos.

Por otra parte, se observé una marcada disminucién de la eficiencia de la
desactivaci6n por yoduro al unirse los nucle6tidos ala PEPCK (figura 23). La poblacién
accesible al yoduro en esta enzima es baja, y disminuye drdsticamente al unirse los
nucle6tidos. En presencia de IDP la fluorescencia de los triptofanos no se ve afectada
por la adicién de yoduro (figura 23). Efectos anédlogos han sido descritos en otras
proteinas, como el factor de elongacién Tu (Jameson y col., 1987) y la creatina quinasa
(Messmer y Kiigi, 1985). También se han descrito protefnas con miltiples triptofanos
inaccesibles al solvente, como la ubiquinona oxidorreductasa, que contiene 12 triptofanos

cuya fluorescencia no es alterada por yoduro ni por ion cesio (Watmough y col., 1991).
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Existen varias interpretaciones para nuestros resultados. Una posibilidad es que Ia
unién de los nucle6tidos altere la conformacién de la enzima, disminuyendo la
intensidad de la fluorescencia y reduciendo la exposici6n de los residuos de triptofano
al yoduro. Otra posibilidad es que el yoduro y los nucle6tidos desactiven a los mismos
residuos, sin alterar la conformaci6n de la enzima. En este caso, los residuos que son
apagados por el yoduro en la enzima nativa, no emitirianen presencia de los nucle6tidos.
Aunque no podemos descartar esta dltima explicacién, nos parece poco probable, puesto
que los nucle6tidos interactdan con la proteina en un sitio que no estd expuesto al
solvente y que no se esperarfa que fuera accesible al yoduro, molécula que interactuard
principalmente con los residuos externos de la protefna. Una tercera alternativa podria
considerar la desactivacién por yoduro de los triptofanos vecinos al nucle6tido,
indirectamente, a través de un cambio conformacional. Los experimentos con la enzima
modificada con AEDANS y con PM, hacen pensar que el yoduro altera la conformaci6n
de 1a PEPCK, lo que hace factible esta explicacién. Sin embargo, resulta poco probable
que la totalidad del efecto apagador de yoduro se deba a un cambio conformacional.
Probablemente la PEPCK contiene algunos residuos de triptofano expuestos, y en este
caso la fluorescencia de estos residuos no deberfa ser afectada por la unién de GDP, a
menos que este ligando induzca una alteracién conformacional en la proteina.

En resumen, aungue no podemos diferenciar en forma definitiva entre las situa-
ciones mencionadas anteriormente, creemos que es probable que participen cambios
conformacionales en el efecto de yoduro y de los nucle6tidos sobre la fluorescencia
intrinseca de la PEPCK.

La fluorescencia de los triptofanos de la PEPCK modificada con AEDANS no se
vi6 afectada por la adicién de yoduro, en forma andloga a lo que ocurre con la enzima
saturada con IDP. Este resultado puede interpretarse como la induccién de una
alteraci6n conformacional, por parte de este modificador, que deje a los triptofanos mas
escondidos. Otra posibilidad es que los triptofanos accesibles al yoduro se encuentren
cerca del sitio del AEDANS y por lo tanto se desactiven por transferencia de energia al
naftaleno sulfonato. Esto se traducirfa en una disminucién del efecto apagador de

yoduro. No es posible, con nuestros datos, discriminar entre estas dos explicaciones.
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No se detectaron modificaciones en la fluorescencia de los triptofanos al agregar
HCO, ", PEP u oxaloacetatoala PEPCK de rata, por lo que se puede concluir que la unién
de ligandos en regiones muy cercanas al sitio del nucle6tido no afecta la emision de los
triptofanos de la enzima. Las alteraciones observadas son producidas especificamente
por los nucle6tidos.

En otras PEPCKs se han puesto en evidencia cambios conformacionales inducidos
por los sustratos. En la PEPCK de E.coli, el ADP, ATP y Mn?* inducen cambios
conformacionales al unirse a la protefna (Encinas M.V., resultados no publicados), en
tanto que en la PEPCK mitocondrial de higado de pollo la unién de IDP 0 HCO, a
la enzima complejada con Mn?* altera el entorno del sitio del metal. Este efecto se
detecté midiendo la velocidad de relajacién de los protones del H,O unida al Mn*
(Hebda y Nowak, 1982b). Recientemente Chen y col. detectaron, mediante experimen-
tos de captura isotépica, un cambio estructural rdpido que se produce en la misma
enzima en forma concertada con la unién de GTPMg (Chen y col., 1991b).

Los valores de las constantes de disociacién para los nucle6tidos, determinados a
través de los cambios en la fluorescencia intrinseca de la PEPCK de rata (Tabla VI), son
del mismo orden de magnitud que los valores de las constantes descritas para la
carboxiquinasa de higado de cerdo (Miller y col., 1968). En cambio, la enzima
mitocondrial de pollo muestra una afinidad considerablemente mayor que las PEPCKs
de higado de rata o cerdo para los complejos de Mn?* de los nucle6tidos trifosforilados
(Nowak, 1986). Estos resultados indican que existen diferencias estructurales en los
sitios de las distintas carboxiquinasas dependientes de GTP, lo que estd de acuerdo con
los resultados de modificacién quimica descritos en la seccién I (Carlson y col., 1978;

Lewis y col., 1989a; Makinen y Nowak, 1989; Silverstein y col., 1979).

Losresultados obtenidos en este trabajo, con sondas fluorescentes unidas covalentemente
a cistefnas del sitio del nucle6tido de la PEPCK, permitieron conocer algunas propie-
dades de este sitio, como la polaridad, accesibilidad a moléculas neutras y cargadas,

asf como el grado de rigidez de este sitio. Los estudios de la fluorescencia intrinseca
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informaron acerca de la interaccién de la enzima con los nucle6tidos. Nuestros
resultados también hicieron posible establecer comparaciones con el sitio del ATP de
la PEPCK de levadura, cuyas caracteristicas ya habfan sido determinadas mediante
estudios de fluorescencia (Encinas y col., 1990; Cardemil y col., 1990).

El sitio del nucleétido de ambas carboxiquinasﬁs presenta diferencias en la
polaridad sentida porel cromé6foro del AEDANS, asfcomo en lamovilidad de esta sonda
en la proteina, en concordancia con las diferencias estructurales y de especificidad
descritas para estas enzimas. Por otra parte, ambas enzimas presentan similitud en
cuanto a la accesibilidad de la acrilamida al sitio del nucle6tido y a la existencia de un
par de cistefnas en este sitio que se modifican conPAy forman un excimero. Estas dos
cistefnas, sin embargo, difieren en su reactividad relativa.

La cistefna m4s reactiva con PIA y DTNB en la PEPCK de rata (Cis 288), se
encuentra préxima a la cisteina que le sigue en reactividad, que se puede ubicar a la
distancia de un enlace covalente con respecto a la anterior. En este trabajo no se pudo
identificar inequivocamente la cistefna vecina a la 288. Sin embargo, se demostr6 que
ésta corresponde a la cistefna 407 o a la cistefna 413. Adn asf, esta informaci6n es
relevante y deberd ser tomada en cuenta en estudios de prediccién de la estructura
tridimensional de la PEPCK de rata, ya que permite descartar conformaciones que no
contengan los pares cisteina 288/407 o cistefna 288/413 ubicados de manera tal que
puedan formar un enlace covalente.

La cistefna marcada con PA en el péptido II (seccion III.4.2) podria identificarse
inequfvocamente, carboximetilando con 4cido “C-yodoacético las cistefnas libres de
la PEPCK modificada con 2 moles de PA. Durante la secuenciacién del péptido marcado
con PA, podrfa determinarse la radiactividad en el eluido de cada cicloy distinguir as{
entre la carboximetilcisteina proveniente de la PA-cistefnay de la cistefnalibre. En esta
tesis, la secuenciacién del péptido IT se planific6 como se describe en la seccion 111.4.3;
puesto que no habfan antecedentes que hicieran prever la hidrolisis del derivado
PA-cistefna durante el procedimiento de secuenciacién. De hecho, en la secuenciacién

de un péptido de la PEPCK de levadura modificada con PIA, se demostré que la
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PA-cistefna no genera carboximetil cisteina (Kemp, R.G., datos no publicados). Del
mismo modo, se ha descrito que la cistefna modificada con yodoacetamida fluoresceina
en la Ca>-ATPasa de reticulo sarcopldsmico no se hidroliza en el transcurso de la
misma metédica de secuenciacién utilizada con la PEPCK de rata (Bishop y col., 1987).
La hidr6lisis de 1a porci6n acetamida de la PA-cistefna enla PEPCK de rata podria verse
facilitada por alguno de los residuos que forman parte de este péptido. Este punto serd

materia de futuros estudios.

El trabajo de modificacién con sondas fluorescentes desarrollado en esta tesis abre
la posibilidad de obtener informacién adicional con respecto a la estructura tridimensional
de la PEPCK de rata. Introduciendo marcas fluorescentes en sitios de interés de la
proteina podrfan obtenerse otras distancias entre pares de residuos de cisteina.

Experimentos preliminares obtenidos durante el desarrollo de este trabajo, demos-
traron que se puede marcar con PA una tercera cistefnaen forma preferencial a 1as otras
10 cistefnas que contiene la enzima. Ademds, los resultados mostrados en la seccion
I11.5 demuestran que la enzima oxidada con DTNB incorpora 1,75 moles de PA por
mol de enzima y que este aducto presenta fluorescencia del excimero de pirenilo. Es
posible que la tercera cisteina mds reactiva con PIA forme también parte de un ditiol,
puesto que se ha demostrado que las 6 cistefnas més reactivas con DTNB en la PEPCK
de rata, forman disulfuros frente a este modificador (Carlson y col., 1978). Este punto
podria demostrarse bloqueando los dos pares de tioles més reactivos por oxidaci6n con
DTNB y haciendo reaccionar la enzima oxidada con PIA, en forma andloga al
experimento que se describe en esta tesis para el par de cistefnas mds reactivo (seccion
I11.5). Si se demuestra que el segundo par de cistefnas m4s reactivas con PIA son las que
forman el excimero en la enzima oxidada y que forman parte de un ditiol, se podria
determinar la posicién de estos residuos en la secuencia primaria de la PEPCK de rata
y definir una segunda distancia entre dos cisteinas de la proteina.

Otro tipo de experimento que podrfa dar informacién en el mismo sentido, consiste

en marcar la protefna fuera del sitio del nucle6tido con una sonda fluorescente que
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permita hacer estudios de transferencia de energfa con algin fluor6foro que modifique
especificamente el sitio del nucle6tido, por ejemplo, el AEDANS. Una posibilidad serfa
hacer reaccionar la carboxiquinasa con fluorescefna yodoacetamida, en presencia de
GDP. Después de determinar la estequiometrfa de marcaciony eliminar el GDP unido,
la protefna se modificarfacon 1,5-1-AEDANS, que se sabe reaccionacon la cistefna més
reactiva ubicada en el sitio del GDP (probablemente la 288). En el aducto resultante,
podria determinarse la transferencia de energfa entre el AEDANS y lafluoresceina y por
consiguiente, la distancia entre estos dos fluor6foros. Porotra parte, podria secuenciarse
el péptido que contiene la fluoresceina yodoacetamida, identificar el residuo marcado

y obtener la distancia entre éste y la cistefna 288.

En resumen, la introduccién de marcas fluorescentes con distintas propiedades,
en el sitio del nucle6tido de la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica de rata, permiti6
caracterizar este sitio, as{ como identificar algunos de los residuos que lo conforman.
Se pudo marcar selectivamente una cistefna de este sitio y, cambiando las condiciones
de reacci6n, fue posible marcar ademds un segundo tiol.

Las propiedades de fluorescencia del naftaleno sulfonato unido al sitio del GTP
demostraron que esta regién de la protefna presenta una polaridad reducida conrespecto
al agua y que se encuentra considerablemente apantallada del solvente. Ademds,
pudimos demostrar que este fluor6foro presenta una movilidad restringida en el interior
de la protefna. Por otra parte, las caracteristicas de laemisién de los derivados del pireno
unidos ala carboxiquinasa permitieron detectar fluctuaciones estructurales de la enzima
durante el tiempo del decaimiento de la fluorescencia.

Nuestros resultados indican que la cistefna 288 y la cisteina 407 o 413, forman
parte del sitio del GTP. Ademds, demostraron que estos residuos se encuentran vecinos
en la estructura tridimensional de la enzima. La cistefna 288 resulté ser el residuo mds
reactivo frente a pirenil yodoacetamida y DTNB, dentro del conjunto de 13 cisteinas que
contiene la carboxiquinasa fosfoenolpirdvica de higado de rata. El tiol que le sigue en
reactividad es el de la cistefna 407 o la cistefna 413. Este dltimo residuo es a su vez

mucho mds reactivo que las restantes cistefnas de la enzima.
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Finalmente, las determinaciones de la fluorescencia intrinseca indicaron que la
carboxiquinasa fosfoenolpirivica de higado de rata presenta una alta afinidad por los
nucle6tidos de guanina e inosina y que 1a uni6n de estos ligandos reduce la fraccién de
la emisién fluorescente que es desactivada por yoduro.

La diferencia en reactividad que presentan las cisteinas de la PEPCK de rata hizo
posible la modificaci6n selectiva de los residuos de interés. El enfoque experimental
se podrfa aplicar a otros sitios en la proteina para obtener informacién estructural
adicional. La propiedad de los derivados del pireno de formar un excimero cuando dos
fluor6foros se encuentran préximos, junto con la disposicién de las cistefnas mds
reactivas de la PEPCK de rata en forma de ditioles, abre la posibilidad de identificar

otros residuos vecinos en la estructura tridimensional de la proteina.
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