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RESUMEN

La cepa silvestre de E. coli contiene dos isoenzimas de fosfo-
fructoquinasa; la forma principal, Pfk-1, responsable del 90-95% de
la actividad fosfofructoquinésica total y la forma minoritaria, Pfk-2.
Ambas isoenzimas estédn codificadas por genes diferentes, pfki y pfkB,
respectivamente. Cepas con la mutacién pfkBl en el promotor tienen
altos niveles de Pfk-2, mientras que una mutacidén en el gen estructu-
ral, pfkB1l0, produce altos niveles de una Pfk-2 (Pfk-2*) con propieda-
des cinéticas y estructurales diferentes,

Cepas que no contienen Pfk-1 y poseen altos niveles de Pfk-2
crecen bien en glucosa y en fuentes de carbono gluconeogénicas,
mientras gue cepas isogénicas con Pfk-2* crecen bien en glucosa y
exhiben un lento crecimiento en fuentes de carbono gluconeogénicas.
Pfk-2 y Pfk-2* difieren en wvarios aspectos: mecanisme cinético,
susceptibilidad a la inhibicidén por MgATP a bajas concentraciones de
fructosa-6-P, efecto de ligandos sobre el estado de agrepacién y
efecto de los sustratos sobre la inactivacién por modificacién quimica
de grupos -SH. El objetivoc de esta tesis es obtener informacidn
comparativa sobre los residuos de aminocidcidos involucrados en 1la
union de los sustratos y actividad de Pfk-2 y Pfk-2* de E. coli. Se
estudid 1la variacit‘in de los parametros cinéticos para los sustratos
ATP y fructosa-6-P con el pH, usando comoc variables la temperatura y
la presencia de dimetilsulféxido.

Para ambas enzimas las graficas de Dixon obtenidas fueron sim-

ples, con pendientes negativas cuando se graficé log Vméx/Km{ap) en

xii




funcidén del pH y pendientes positivas cuando se graficé log Vméx en
funcion del pH. Resultados similares se obtuvieron al variar el pH a
distintas temperaturas y al incluir al dimetilsulféxido. En ambos
casos el cambio de ,actividad, para Pfk-2 y Pfk-2*, ocurre en el
intervalo acido de la escala de pH y la pérdida de ella estd asociada
a la protonacién de uno o mds grupos con valores similares de pKa.
También se presentan las curvas tedricas obtenidas de un analisis
computacional de los datos experimentales.

Los valores de pKa obtenidos de la graficas de Dixon, cuando se
varié unc u otro sustrato, sugieren gue los grupos involucrados en la
catdlisis y en la unién de los sustratos son del mismo tipo para
ambas enzimas, probablemente residuos histidina.

Experimentos similares a diferentes temperaturas sirvieron para
determinar el A H° de ionizacidn. Estos resultados sugieren la partici-
pacién de residuos histidina en la unién de los sustratos, en 1la
catdlisis, o en ambos casos. La observacién que el dimetilsulféxido

no incrementa significativamente los valores de pKa apoyan estas

conclusiones.,
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ABSTRACT

Wild type E. coli has two phosphofructokinase isozymes: a major
form (Pfk-1; 90-95% of the total phosphofructokinase activity) and a
minor one (Pfk-2), coded by different genes (pfkA and pfkB,
respectively). Strains with a promoter mutation in pfkB (thgl) have
high levels of Pfk-2, while a mutation in the structural gene
(pfkB10) produces a Pfk-2 (Pfk-2*) with different kinetic and
structural properties.

Strains defficient for Pfk-1 and with high levels of Pfk-2 grow
well on glycolytic and gluconeogenic carbon sources, while isogenic
strains with PFk-2* grow faster on sugars but exhibit greatly impaired
growth on gluconeogenic carbon sources.

Pfk-2 and Pfk-2* differ in several aspects: kinetic mechanism,
susceptibility to inhibition by MgATP at low fructose-6-P
concentrations, effect of 1ligands on the state of aggregation and
effect of substrates to inactivation by chemical modification of SH
groups. This thesis is aimed at obtaining comparative information on
the amino acid residues involved in substrate binding and activity of
Pfk-2 and Pfk-2* of E. coli. The variation of the kinetic parameters
for the substrates ATP and fructose-6-P with pH was studied using as
variables the temperature and presence the of dimethylsulfoxide.

For both enzymes the corresponding Dixon plots obtained were
simple and of negative slopes when log (Vmax/Km(ap)) was plotted
versus pH. Similar results were obtained when the pH was varied at

different temperatures and in the presence of dimethylsulfoxide. In
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both cases the changes in activity for both, Pfk-2 and Pfk-2¥, occur
in the acid range of the pH scale, i.e. the decrease in activity is
due to the protonation of one or more groups with similar pKa values.
Theoretical curves obtained from a computer analysis are also
presented.

The pKa values obtained from the Dixon plots when varying either
substrate suggest that for both enzymes the groups involved in
catalysis and substrate binding are of the same type, probably
histidine residues.

Similar experiments at different temperatures allowed to
determine the A H®° of ionization. These results also support the
possible involvement of histidine residues in substrate binding and/or
catalysis. The observation that dimethylsulfoxide does not increase

significantly the pKa values further supports the latter conclusion.
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INTRODUCCION

El control de la actividad catalitica de las enzimas es uno de
los principales modos de regulacién del metabolismo celular (Hammes,
1982). La funcién que desempefian las enzimas estd asociada con una
conformacién dada, determinada por 1las diferentes uniones entre los
aminodcidos que constituyen la cadena polipeptidica, tanto por la
unién de sustratos como de efectores de la enzima, Ademas, como
consecuencia de la unién de estos 1ligandos pueden alterarse la
interaccién entre las cadenas polipeptidicas y el estado de agregacidn
de las enzimas, rasgos de gran importancia en la regulacidén de
aguellas enzimas que estdn constituidas por mds de una cadena polipep-
tidica (Monod y col., 1963 y 1965; Koshland, 1970).

Se han estudiado muchas enzimas con propiedades reguladoras con
el propésito de establecer las relaciones que existen entre su
estructura y funcién, lo que exige conocer la estructura de las
proteinas a diferentes niveles, como la secuencia de residuocs aminoaci-
dicos unidos covalentemente, las posteriores organizaciones tridimen-
sionales de la molécula, los estados de agregacidn en presencia o
ausencia de ligandos, junto a otras caracteristicas relacionadas con
la catalisis misma, tales como el nimero y el tipo de grupos de la
enzima que participan en la unién de sustratos y efectores.

Un grupo de enzimas muy requeridas para el estudio de 1la
relacién estructura-funcidén son aguellas que participan en el metabo-
lismo hidrocarbonado, principalmente las que catalizan la conversidn

de glucosa en piruvato en la via glicolitica. En particular la




fosfofructoquinasa, que se considera crucial en la regulacién del
flujo metabdlico de dicha via, que es multinodulada por diversos
efectores y por cambios en su estado de agregecién (Bloxham y Lardy,
1973; Uyeda, 1979; Sols y col., 1981).

La fosfofructoquinasa (ATP: D-Fructosa-6-fosfato-l-fosfotransfera-
sa, E.C. 2.7.1.11) cataliza la transferencia del grupo fosforilo termi-
nal desde el ATP al hidroxilo del C_ del fructosa-5-P para dar come

1

producto fructosa-1,6-P, y ADP. Esta enzima ha sido estudiada extensa-

2
mente en tejidos de animales superiores, bacterias y levaduras y en
la mayoria de ellos presenta una funcidn de saturacidén sigmoidea con
respecto a fructosa-6-P y es modulada por varios metabolitos, tales
como cAMP, AMP, ADP, y fructosa-6-P, los cuales actian como activado-
res y citrato, ATP, 3-fosfoglicerato y fosfoenolpiruvate, que son
inhibidores (Bloxham y Lardy, 1973; Uyeda, 1973; Sols y col., 1981).
La inhibicién producida por ATP disminuye en rresencia de Pi, cAMP,
fructosa-6-P ¥y fructosa—l,S—Pz. En la presente década se ha descrito
un potente activador de fosfofructoquinasa, el fructosa-—Z,G—Pz, el
cual disminuye la inhibicién de la enzima por ATP y aumenta su
afinidad por el sustrato fructosa-6-P (Uyeda y col., 1981; Hers y Van
Schaftingen, 1982).

Fosfofructoguinasas de Escherichia coli.

La cepa silvestre de E. coli presenta dos iscenzimas que fosfori-
lan fructosa-6-P a expensas de ATP y otros nucleétidos (Fraenkel y
col., 1973; Babul, 1978). Pfk-1 es la iscenzimz principal y representa

alrededor del 90% de la actividad fosfofructoguindsica, es codificada




por el gen pfkA (Thomson, 1877) y est&d compuesta por cuatro subunida-
des de Mr 34.000 (Blangy y col., 1968; Kotlarz y Buc, 1877; Babul,
1978; Thornburgh y col., 1878). Presenta una funcién de saturacién
sigmoidea con respecto a fructosa-6-P, inhibicidn por fosfoenolpiruva-
to y activacidn bor ADP (Blangy y col., 1968; Babul, 1978).

La otra isoenzima, Pfk-2, responsable del 10% de la actividad
total, es codificada por el gen pfkB (Daldal y Fraenkel, 1981;
Daldal, 1983), es un dimero de subunidades de Mr 36.000, (Babul,
1978; Guixé, 1985; Guixé y Babul, 1988), presenta cinética de satura-
cidén hiperbdélica con respecto a fructosa-6-P, no es inhibida por
fosfoenolpiruvato o activada por ADP pero, a diferencia de Pfk-1, es
inhibida por fructosa—l,G—P2 (Babul, 1978).

Cepas con la mutacién pfkBl poseen niveles de Pfk-2 alrededor de
30 veces mayores que los de la cepa silvestre (Babul, 1978) (Tabla
1), en tanto que cepas con una mutacién cercana, pfkBl0, presentan
una Pfk-2 de menor estabilidad llamada Pfk-2* (Daldal y col., 1982)
(Tabla 1). Al disponer de una cepa con ambas mutaciones, pfkBl pfkBl0O
se observan altos niveles de Pfk-2* (Tabla 1).

La funcién de Pfk-2 en la cepa silvestre no se conoce bien.
Cepas carentes de Pfk-1 pero con altos niveles de Pfk-2 crecen bien
en aziicares y en sustratos gluconeogénicos (Daldal y col., 1982), sin
embargo, c¢epas isogénicas que contienen altos niveles de Pfk-2%
crece; bien en azlcares, pero lentamente en sustratos gluconeogénicos
como glicerol (Daldal y col, 1982), (Tabla 1}.

Se ha intentado explicar esta diferencia de crecimiento mediante




Tabla 1

FOSFOFRUCTOQUINASAS DE LA CEPA SILVESTRE
Y DE MUTANTES DE Escherichia coli

Crecimiento en glucosa y en glicerocl

a2

CEPAS ENZINMAS TIEMPOS DE DUPLICACION
{genotipo relevante) GLUCOSA GLICEROL
g
min
pfkA” pfkB¥, silvestre  90% Pfk-1 + 10% Pfk-2 58 80
pfkA® pfkBl pfks2 Pfk-1, niveles altos 80 95
pfkA  pfkB' Pfk-2, niveles bajos 250 110
pfkA~ pfkBl Pfk-2, niveles altos 80 95
pfkA  pfkBl pfkB10O Pfk-2*%, niveles altos 60 350

gpatos tomados de Daldal y col. (1982).




estudios in vitro de las caracteristicas de Pfk-2 y Pfk-2* purificada
{baldal y col., 1982; Campos y col., 1984; Guixé y Babul, 1985a;
Guixé y Babul, 1985b; Guixé, 1985; Guixé y Babul, 1988). Ambas
enzimas poseen un mecanismo cinético en secuencia ordenada, sin
embargo, difieren en el orden de adicidén de los sustratos y liberacidn
de .los productos, lo que sugiere diferencias estructurales en el
sitio activo de las enzimas (Campos y col., 1984}.

Por otra parte, ambas enzimas presentan un comportamiento diferen-
te hacia MgATP_2 {(Guixé y Babul, 1985a), inhibidor de la mayoria de
las fosfofructoquinasas estudiadas. Pfk-2 es inhibida por MgATP—?' a
bajas concentraciones de fructosa-6-P (0,1 mM), mientras que Pfk-2*%
no es inhibida en condiciones similares. A altas concentraciones de
fructosa-6-P (1 mM) ninguna de las enzimas es inhibida por MgATP_z.
ATP™® es un inhibidor competitivo con respecto a MgATPh2 tanto de
Pfk-2 como Pfk-2* (Guixé y Babul, 1985a}.

Los resultados anteriores sugieren que la inhibicion de Pfk-2
por MgATP—.2 se produce por la unién de este compuesto a un sitio
alostérico que estaria alterado en Pfk-2*%, lo que indicaria que la
mutacidén pfkBl0 afecta la estructura de la enzima y su estabilidad
(Daldal y col., 1982; Guixé y Babul, 1985a; Campos y col., 1984). Sin
embargo, el cambio estructural no altera la actividad catalitica de
Pfk-2 y tanto ésta como Pfk-2* presentan constantes cinéticas simila-
res para ATP y fructosa-6-P (Campos y col., 1984).

La actividad de algunas fosfofructoquinasas es afectada por

cambios en el estado de agregacidon de las enzimas producidos por la




accién de ligandos (Bloxham y col., 1973; Kotlarz y Buc., 1981; Guixé
¥y Babul, 1985b y Guixé, 1985). Experimentos de sedimentacidn zonal en
gradientes de sacarosa muestran que Pfk-2 puede estar presente como
dimero o tetramero, dependiendo de las concentraciones relativas de
MgATP_a, arp? y fructosa-6-P (Guixé, 1985; Guixé y Babul, 1988;
Retamal, 1988)}. Bajo las condiciones en que Pfk-2 es inhibida por
MgATP_z, a concentraciones bajas de fructosa-6-P, ésta se encuentra
como tetrdmero, en tanto que al elevar la concentracién de fructosa-
6-P, el efecto inhibitorio de ]*‘IgATPm2 desaparece y la enzima se
convierte en dimero. Estas observaciones sugieren que la inhibicidn
de Pfk-2 estd relacionada con la existencia del estado de agregacidn
tetramérico prevaleciente de la enzima. Pfk-2* no seria capaz de
existir como tetrédmero por una alteracidn en el sitio regulatorio
para MgATP_E. Los resultados expuestos anteriormente indican que
ambas enzimas difieren estructuralmente como consecuencia de la muta-
cidén pfkBl0O. La caracterizacidn estructural de Pfk-2 y de su forma
mutada, Pfk-2* (Retamal, 1988), se encuentra en estudio en nuestro
laboratorio.

Se han realizado estudios de meodificacién quimica de grupos-SH
de Pfk-2 y Pfk-2*%* (Espinosa, 1987) y se ha sugerido gque grupos-5SH de
importancia en la actividad de las enzimas son mas reactivos en
Pfk-2* que en Pfk-2. En Pfk-2, MgATP_2 actla como protector a la
inactivacién por los reactivos modificadores, mientras que el efecto
protector de fructosa-6-P es s6lo parcial. Al aumentar la concentra-

cién de fructosa-6-P en presencia de MgATP“2 disminuye el efecto




protector del nucledtido. Esto sugiere que los grupos -SH no se
encuentran en el sitio activo de Pfk-2 que el MgATP—2 evita la
inactivacién de 1la enzima al unirse a un sitio alostérico de 1la
misma. En cambio, ]"fIgATP_2 no actia como protector en Pfk-2% y el
efecto de fructosa-6-P es similar al obtenido en Pfk-2, sin embargo,
al aumentar la concentracién de MgATP—z, en presencia de fructosa-6-P,
la proteccidén aumenta. Esto sugiere que la accidén protectora conjunta
del fructosa-6-P ¥y MgATP_2 se debe a la unidén de éstos al sitio

active (Espinosa, 1987).

Efecto de pH sobre la actividad enzimética

Las velocidades de reaccién en los sistemas enzim&ticos son muy
sensibles a la variacién del pH del medio, tanto en su eficiencia
catalitica, afinidad por el sustrato y estabilidad. En general, 1las
enzimas exhiben una actividad catalitica maxima a un pH definido y su
sitio activo estd frecuentemente compuesto por grupos ionizables que
pueden estar presente en formas idnicas apropiadas para mantener 1la
conformacién del sitio activo, la unidn del sustrato o la catilisis
de la reaccidn.

Desde hace mucho +tiempo se ha reconocido la importancia de
grupos ionizables en la funcidén de 1las enzir;las. Los efectos de los
cambios de ionizacidn de estos grupos pueden deberse a numerosas
causas relacionadas entre si. Tanto la enzima libre, el complejo

enzima-sustrato o el sustrato pueden sufrir cambios de ionizacién, ya

que las enzimas contienen muchos grupos ionizables, los que pueden




existir en diferentes estados de ionizacién. La cantidad de una
enzima presente en las diferentes formas iénicas es dependiente del
pH y de la constante de ionizacién de los diferentes grupos. Para
definir el efecto del pH sobre la actividad enzimdtica es importante
evaluar los parémetros cinéticos, Km y Vmax, a diferentes valores de
pH. Con estos pardmetros es posible determinar los pKa de grupos
ionizables que participan tanto en la unién de la enzima con el
sustrato, como en la catadlisis enzimédtica (Solheim y Fromm, 1980).

La fosfofructoquinasa de diversos tejidos animales es conocida
por su extrema sensibilidad a pequefios cambios de pH en el intervalo
fisiolégico (Trivedi y Danforth, 1966), con manifiesta inhibicién a
valores de pH bajo este intervalo. Bock y Frieden (1976) han demostra-
do que en la enzima de misculo de conejo, fructosa-6-P se une
preferencialmente a la forma no protonada de la enzima, mientras que
el ATP se une preferencialmente a la forma protonada (Pettigrew ¥
Frieden, 1979; Wolfman y col., 1979). Ademds, el grado de inhibicidn
por ATP a pH cercanos a 7,0 es méds notorio al disminuir la concentra-
cién de fructosa-6-P (Bock y Frieden, 1974).

Otra propiedad dependiente del pH tiene relacién con la reaccidn
de polimerizacic’m-—despolimerizacién donde la enzima existe como un
tetramero a concentraciones fisiolégicas y a valores de pH alrededor
de 7,0, sin embargo, a valores de pH mas bajos {(entre 6,0 y 7,0}, la
enzima se encuentra en un equilibrio entre dimero y tetramero
{Pavelich y Hammes, 1973‘).

Pfk-2 de E. coli, al igual que la enzima de levadura, presenta




el fendmeno contrario a las enzimas de mamiferos ya que es més
sensible a la inhibicidn por MgATPn2 a valores de pH més alcalinos
(Guixé, 1985). Al determinar la actividad de Pfk-2 y Pfk-2* en un
intervalo de pH entre 5,5 y 9,0 en funcidén de la concentracidn de
MgATP_Z, se observd que la inhibicién por MgATP_2 fue més pronunciada
a pH alcalino y fue parcialmente revertida al disminuir el pH del
medic de la reaccién. Pfk-2* no presentdé inhibicidn por b‘igA’I’P-2 en el
intervalo de pH estudiado (Guixé, 1985). Al estudiar la sedimentaciédn
de Pfk-2 a wvalores de pH entre 5,5 y 9,0, Pfk-2 sedimenté como un
dimero, indicando que la concentracidn de H' no tiene efecto en el
estado de agregacién de Pfk-2 (Guixé, 1985).

Los valores de AH° de ionizacidén también aportan informacidn
acerca de los grupos participantes en la unién de la enzima con el
sustrato y en la catdlisis, los cuales son caracteristicos para
diferentes residuos aminoacidicos, tales como el grupo imidazolio de
histidina, el carboxilo de glutamato o aspartato, el -SH de cisteina,
el grupo OH de tirosina y grupos o{-amino de la cadena polipeptidica
o £ -amino de lisina (Solhein y Fromm, 1980; Cohn y Edsall, 1974).

Al determinar las variaciones de los parédmetros cinéticos con
respecto al pH en presencia de solventes orgénicos, también es
poéible obtener informacién de los grupos aminoacidicos implicados
tanto en la catdlisis como en la unién de la enzima con el sustrato
(Solheim y Fromm, 1980).

El objetivo de este trabajo es realizar estudios del efecto del

L

pH en las actividades de Pfk-2 y Pfk-2* utilizando como variables 1la
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temperatura y la presencia de solvente organico, para obtener informa-
cién comparativa de Pfk-2 y Pfk-2* de E. coli con relacidén a los
grupos responsables de la unién de los sustratos y los que participan

en la catélisis.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo. EE.UU) se obtuvieron los
siguientes productos: ATP, NADH, ditiotreitol, Tris, glicerol, NADPH.

Acido maleico, KCl, EDTA, MgCl NH401 y dimetilsulféxido se obtuvie-

2!
ron de MERCK AG (Darmstadt, Alemania Federal). De Boehringer Mannheim
GmbH (Alemania Federal) se obtuvieron fructosa-6-P y las enzimas de

misculo de conejo, aldolasa, o{ ~glicerofosfato deshidrogenasa y triosa-

fosfatoisomerasa.

Preparacién de Pfk-2 y Pfk-2*

a) Cepas bacterianas:
Las cepas usadas fueron DF903 (A pfkA pfkBl) para Pfk-2 y DF905

(A pfkA pfkBl pfkBl0) para Pfk-2*. Las cepas son isogénicas derivadas

de la cepa K12 'prototréfica Hfr de E. coli llamada también K10. El
alelo pfkA esti eliminado y por lo tanto estas cepas no poseen
fosfofructoquinasa-1. Los alelos para las mutantes pfkB son: pfkBl

{altos niveles de pfk-2) y pfkBl y pfkBl0 (altos niveles de Pfk-2¥%).

El origen y construccién de las cepas usadas estd descrita por Daldal

y Fraenkel (1981) y por Daldal y col. (1982).




b) Crecimiento de las cepas.

Las células empleadas en 1la purificacién de las enzimas se
crecieron aer6bicamente hasta fase estacionaria en un medio salino
que contenia 10 g/l de Bactotriptona, 4 g/l de extracto de levadura,
4 g/1 de glucosa y 50 mg/l de uracilo en medio salino 63. (Babul,

1978).

Purificacién de Pfk-2 y Pik-2¥.

El procedimiento usado fué el descrito por Babul (1978) y Daldal
y col. (1982), utilizando una etapa de calentamiento a 65° durante 5
minutos en presencia de los sustratos y DTT 2 mM, en reemplazo de la
cromatografia en AMP-agarose, seguida de una recromatografia en azul
de Cibacron Sepharose {Retamal, 1988). Las actividades especificas
fueron 160 U/mg para Pfk-2 y 150 U/mg para Pfk-2*. La concentracién

de proteinas se determiné por el método de Bradford (1976).

Estabilidad y mantencidn de las enzimas

Las soluciones de Pfk-2 y Pfk-2%, provenientes de la recromatogra-
fia en azul de Cibacron Sepharose se concentraban por ultrafiltracidn
en membranas Amicon PM 10 y se mantenian a -20°C en amortiguador
Tris-HC1 20 mM, Mg012 5 mM, EDTA 1 mM, DTT 5 mM y glicerol 50%, pH
7,6. En el caso de Pfk-2*, la solucibén contenia ademds etanol al 5%.
En estas condicicones Pfk-2 y Pfk-2%* mantenian al mencs el 90% de su

actividad en un periodo de dos semanas.




13

La estabilidad de las enzimas se seguia determinando las activi-
dad de ellas a concentraciones saturantes (1 mM) de ambos sustratos,

ATP y fructosa-6-P, a través de la formacién de fructosa-1,6-P. como

2

se describira continuacién.
Para medir su actividad, las enzimas se diluian primerc en los
siguientes amortiguadores. Pfk-2 se diluia en Tris-HCl1 20 mM, DIT 1

mM, EDTA 1 mM, MgCl,B 5 mM y glicerocl 20%, pH 7,6. Pfk-2* se diluia

2
en el mismo amortiguador pero etanol al 5% reemplazaba al glicerol,
Para estudiar el efecto del pH sobre la estabilidad de Pfk-2 ¥
Pfk~-2*, ambas enzimas fueron expuestas un breve periodo (3 minutos},
a determinados valores de pH en un intervalo entre pH 5 y pH 10 y
luego se determiné su actividad reajustando el pH a un valor de 8,2,
correspondiente a las condiciones de medicién estandard (Dixon y
Webb, 1858; Babul, 1978). Se observdé gue la actividad de las enzimas

no se alteraba al ser preincubadas a diferentes pH en el tiempo

descrito (resultados no se muestran).

Determinacidn de la actividad enzimatica

Medicién de fructosa—1,6~P2.

Para medir la formacién de fructosa-1,6~P, se acoplaba la forma-

2
cién de éste a la oxidacién del NADH en presencia de aldolasa,
triosafosfato isomerasa (TPI) y.{-glicerofosfato deshidrogenasa (GDH),

(Racker, 1947). Las reacciones son las siguientes:
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ATP + fructosa-6-P Pflk, ADP + fructosa 1, 6-P2

fructosa—l,G-P2 aldolasa, gliceraldehido-3-P + dehidroxiacetona-P

gliceraldehido-3-P dihidroxiacetona-P

TP,

2 dihidroxiacetona-P + 2 NADH GDH 2-glicerol-3-P + 2 NADY

La oxidacidén del NADH se seguia espectrofotométricamente a 340
nm. La mezcla de reaccidén, en un volumen final de 0,5 ml, contenia:
amortiguador Tris-maleato 100 mM, Mg012 10 mM, NH401 2 mM, fructosa-
6-P 1 mM, ATP 1 mM, NADH 0,2 mM, pH 8,2 y una mezcla de 40 pg de
aldolasa, 3 pg de triosafosfato isomerasa y 30 pg de<-glicerofosfato
deshidrogenasa (ensayo estdndard). La temperatura de los ensayos se
variaba entre 21 y 33°C. Cuando se realizardén experimentos para
determinar el efecto del pH, temperatura y solvente organico, en el
intervalo de pH comprendido entre pH 6,0 y pH 8,4, se utilizé el
amortiguador Tris-maleato a una concentracién de 100 mM cuyo pKa esti
comprendido entre dichos wvalores de pH.

En los experimentos descritos més adelante, ias concentraciones
de fructosa-6-P y ATP se variaron segin se indica. La reaccién se

iniciaba con la adicién de enzima, de modo que el cambio de absorban-

cia por minuto a 340 nm no fuese mayor que 0;45.

Determinacidén de la concentracidén de los reactivos.

La concentracidén de ATP se midid espectrofotométricamente a 30°C

siguiendo la reduccién del NADPY a 340 nm en presencia de glucosa,
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hexoquinasa y glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa (Racker, 1847). El medio
de reaccién contenia, en un volumen final de 0,5 ml: Tris-~HC1l 80 mM
pH 8,0, KC1 100 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, NaDP* 0,5 mM, glucosa 1 mM,
Mg012 12 mM, pH 8,0; 0,2 unidades de glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa
y 0,004 unidades de hexoquinasa.

La concentracién de ATP también se determiné por el método
enzimatico para la medicidn de fructosa—l,G—P2 ya descrito. Usande el
coeficiente de extincién del ATP a 260 nm (15,4 x 10° M em 1)
también se pudo calcular su concentracién, la cual era aproximadamente
igual que la obtenida por los métodos antes descritos.

Para determinar los valores de los parametros cinéticos, Km y
Vméx, tanto de Pfk-2 como Pfk-2*, fue necesario calcular, para cada
experimente, las concentraciones de MgATP_2 (sustrato de la enzima),
ATP"4 ¥y Mg+2 libre por medio de un programa de equilibrios maltiples
(Storer y Cornish-Bowden, 1976), ya que debido al equilibrio existente
entre A’I‘P—4 y Mg+2, los cambios en la concentracién de una especie
producen cambios en la concentracidn de los otros.

La concentracién de fructosa-6-P, se determiné por el ensayo de

medicidén de fructosa-1,6-P, ya descrito.

2

Determinacién de los pardmetros cinéticos Km y Vméx.

El andlisis de los resultados cinéticos se realizd empleando las
transformaciones de Lineweaver-Burk (1943). Al graficar el reciproco
de la velocidad en funcién del reciproco de la concentracién de uno y

otro sustrato, ATP y fructosa-6-P, manteniéndose uno saturante y fijo

O
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y el otro variable, se obtuvieron los valores de Km({ap) y Vméx, tanto
para Pfk-2 como Pfk-2*, Las curvas de dichas graficas se ajustaron a
los valores experimentales por medio del método de regresién lineal
{Wilkinson, 1961). Los valores de Vmax obtenidos en cada caso son
variables debido a que las concentraciones de enzima utilizadas

variaban levemente.

Determinacidn de los valores de pKa y de AH° de ionizacidn.

A través de las gréficas de Dixon (Dixon y Webb, 1958; Cleland,
1970) de log Vmdx en funcién del pH y log Vmax/Km(ap} en funcidén del
pH se pueden obtener los valores de pKa para los grupos ionizables
involucrados en la catdlisis y en la unidn del sustrato y efectores.
Cuando se obtienen los valores de pKa a diferentes temperaturas, es
posible obtener los valores de AH° de ionizacién de dichos grupos
utilizando una grdfica de pKa en funcién de 1/T, desde cuya pendiente
se puede obtener el valor de entalpia estdndar de ionizacidén (Segel,
1975}, E1 analisis computacional de las graficas de Dixon se realizd
a través del programa Habell (Cleland, 1979), el que permitid cons-
truir las curvas tedricas log Vmax/Km(ap) en funcién del pH y log
Vmax en funcidn del pH, cuando se supone gue es unc el grupo
;."esponsable de la disminucidén de la actividad registrada en cada una

de las curvas. La ecuacidn utilizada en dicho programa es la siguiente:
log y = log (c/(1+H/Kl))

donde y es el valor del parametro observado como una funcién del pH,

(Km (ap) y Vmax/Km (ap) y c es el valor independiente de y (pH). Kl
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corresponde a la constante de disociacién del grupo ionizado.

Los parametros cinétices de los experimentos obtenidos a distin-
tos wvalores de pH, a temperatura constante (30°), en ausencia y
presencia de dimetilsulféxido, fueron graficados de acuerdo al precedi-
miento de Dixon (1953), lo que permitidé obtener valores de pKa en
estas condiciones. El solvente organico, dimetilsulféxido, se agregd
a2 la mezcla de reaccidén enzimidtica en una concentracién final de 25%

v/v.
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RESULTADOS

Efecto del pH sobre la actividad de Pfk-2 y Pfk-2*

Para obtener las curvas de pH de ambas enzimas se determind el
efecto del pH sobre la actividad de Pfk-2 y Pfk-2*. Se eligié un
intervalo de valores de pH comprendidb entre pH 5 y pH 10, utilizando

para ello dos amortiguadores; tris-maleato y glicina (Figura 1 y 2).

Efecto del pH y 1la temperatura sobre los parametros cinéticos de

Pfk-2 y Pfk-2*

Para determinar el efectoc del pH y la temperatura sobre 1los
parametros cinéticos, Km y Vmax, se mididé la actividad enzimatica de
Pfk~2 y Pfk-2* a diferentes pH en un intervalo comprendido entre pH
6,0 y pH 8,4 a diferentes temperaturas 33°, 30°, 27°, 24° y 21°
respectivamente. Mediante las transformaciones de Lineweaver-Burk se
obtuvieron los valores de Km{ap) y Vmax para cada enzima (Tablas 2,
3, 4, 5y 6 para Pfk-2 y Tablas 7, 8, 9, 10 y 11 para Pfk-2¥).

Con estos valores se construyeron las gréaficas de Dixon ya
descritas, las cuales permiten obtener los valores de pKa para cada
una de las temperaturas (Figuras 3, 4, 5, 6 y 7 para Pfk-2 y Figuras
8, 9, 10, 11 y 12 para Pfk-2%*)}.

Los valores de pKa obtenidos para ambas enzimas en las condicio-

nes descritas se muestran en las Tablas 12 y 13 para Pfk-2 y 14 y 15

para Pfk-2*.
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Determinacidn del A H° de ionizacidn

lLas entalpias estandard de ionizacién de los grupos ionizables
involucrados en el sitio activo de Pfk-2 y Pfk-2* se obtienen de 1a
pendiente de las rectas, al graficar los valores de pKa generados a

cada una de las temperaturas descritas en funcién del inverso de 1la

temperatura (Figuras 13 y 14 para Pfk-2 y Figuras 15 y 16 para Pfk-2*%),.
Los valores de AH® de ionizacién obtenides para cada enzima se

muestran en la Tabla 16 para Pfk-2 y en la Tabla 17 para Pfk-2*.

Efecto del dimetilsulféxido sobre los parémetros cinéticos de Pfk-2 y

Pfk-2%.

Al estudiar el efecto del dimetilsulféxido sobre los pardmetros
cinéticos de ambas enzimas se realizd un procedimiento similar a los
descritos, sdlo que la temperatura era constante (30°).

Se obtuvieron valores de Km(ap) y Vmdx para Pfk-2 y Pfk-2* en
presencia y ausencia del dimetilsulféxido (Tablas 18 y 19 para Pfk-2
¥y Tablas 20 y 21 para Pfk-2%).

A través de los valores de los parametros cinéticos se cons-
truyeron las graficas de Dixon para obtener valores de pKa en
presencia y ausencia del dimetilsulféxido {Figuras 17 y 18 para Pfk-2

y Figuras 19 y 20 para Pfk-2*). Los valores de pKa obtenidos se

muestran en la Tabla 22 para Pfk-2 y Tabla 23 para Pfk-2%.

O



Tabla 2

Efecto del pH scbre los parametros cinéticos de Pfk-2 a 33°

ATP variable ructosa-6-F variable
pH Kmn{ap) Vméax Km(ap) Vmax
6,0 35,0 4,4 57,0 3,6
6,5 37,0 11,0 38,0 5,5
7,0 34,0 17,5 27,5 7,6
7,2 35,0 19,1 26,5 8,0
7.4 37,0 20,0 24,8 7,4
7,6 37,0 20,0 26,5 8,0
8,0 37,0 20,0 21,0 6,6
8,4 37,0 20,0 24,0 7,1

Km(ap), pM
Vméax, AA/min ml




Efecto del pH sobre los parametros cinéticos de Pfk-2 a 30°

pH

Km{ap), uM
Vmax, A A/min/ml

ATP variable

Tabla 3

Km{ap) Vmax

32,0 3,5
38,0 9,6
30,0 13,5
31,0 15,1
37,0 16,0
35,0 16,0
34,5 15,1
35,0 16,0

fructosa-6-P variable

Km{ap) Vmax
39,0 2.9
35,5 6,4
24,0 7,5
25,0 8,0
23,0 7,6
25,0 8,0
27,0 7,6
26,0 8,3

21




Tabla 4

22

Efecto del pH sobre los parémetros cinéticss de Pfk-2 a 27°

pH

Km(ap), uM
Vmax, AA/min ml

ATP variable

Km(ap) Vmax
68,0 4,2
35,0 6,8
28,0 12,0
26,0 14,1
26,0 16,2
28,0 17,4
28,0 17,4
28,0 17,4

fructosa-6-P variable

Km Vmax
40,0 14,5
43,0 7,1
23,0 8,0
21,0 8,7
21,0 8,3
21,0 8,3
20,5 8,0
20,5 8,3




Efecto del pH sobre los parametros cinéticos de Pfk-2 a 24°

8,4

Km{ap), uM
Vmax, AA/min ml

ATP variable

Tabla 5

Km{ap} Vméx
22,0 2,1
25,0 3,2
24,0 4,0
22,0 4,0
25,0 4.3
24,0 4,0
24,0 4,1
28,0 4,2

n

fructosa-~6-~-P variable

Km Vmax
35,0 2,1
50,0 4,2
40,0 5,4
38,0 5,4
37,0 5,2
37,0 5,2
40,0 5,6
40,0 5,6

23




Tabla 6

Efecto del pH sobre los parametros cinéticos de Pfk-2 a 21°

ATP variable fructosa-6-P variable
pH Km(ap) Vmax Km Vmax
6,0 40,0 2,8 32,0 3,3
6,5 40,0 4,4 37,0 4,5
7,0 34,0 9,1 37,0 5,8
7,2 38,0 12,0 40,0 6,1
7,4 35,0 13,5 36,0 5,6
7,6 36,0 13,7 35,0 5,8
8,0 30,0 14,2 36,5 5,8
8,4 32,0 13,2 39,0 6,1

Km{ap), uM
Vméx, AA/min ml



Tabla 7

Efecto del pH sobre los pardmetros cinéticos de Pfk-2* a 33° .

ATP variable fructosa-6-P variable
pH Km(ap) Vmax Km Vmax
6,0 35,0 2,2 27,0 2,6
6,5 31,0 3,6 27,0 6,0
7,0 44,0 6,5 27,0 6,7
7.2 30,0 4,4 29,0 7,3
7,4 28,0 4,2 25,0 6,5
7,6 25,0 4,4 26,5 6,7
8,0 29,0 4,4 25,0 6,7
8,4 27,0 4,4 28,0 6,5

Km{ap), M
Vmax, AA/min ml




Efecto del pH sobre los pardmetros cinéticos de Pfk-2* a 30°

pH

6,0
6,5
7,0
7,2
7,4
7,6
8,0
8,4

Km(ap), pM
Vmax, AA/min ml

ATP variable

Tabla 8

Km{ap) Vmax
25,0 3,9
26,0 6,6
23,0 7,3
22,0 7,4
27,0 8,0
23,0 7,6
21,5 7,0
23,0 7,0

variable

fructosa-6-P
Km Vmax
33,0 3,2
25,0 4,9
21,0 5,3
23,0 5,86
22,0 5,3“1
20,0 5,0
21,0 5,3
23,0 5,4

26
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Tabla 9

27

Efecto del pH sobre los parametros cinéticos de Pfk-2% g 27°

ATP variable fructosa-6-P variable
pH Km(ap) Vméx Km Vmax
6,0 43,0 2,4 30,0 2,1
6,5 22,0 5,4 32,0 5,0
7,0 26,0 13,0 32,0 6,0
7,2 26,0 17,5 32,0 5,0
7,4 33,0 22,0 33,0 6,0
7,6 34,0 23,0 32,0 6,0
8,0 33,0 18,5 32,0 6,0
8,4 34,5 19,0 32,0 6,0

Km(ap), oM
Vmax, AA/min ml




Tabla 10

Efecto del pH sobre los parametros cinéticos de Pfk-2% z 24°

ATP variable fructosa-6-P variable
pH Km(ap) Vmax Km Vmax
6,0 55,0 4,5 25,0 3,1
6,5 41,0 6,5 23,0 4,1
7,0 24,0 7,3 22,0 5,4
7,2 23,8 7,5 19,0 5,0
7,4 28,0 10,0 22,0 5,4
7,6 23,0 8,0 22,0 5,4
8,0 23,0 8,0 23,0 5,5
8,4 23,0 8,3 21,0 4,9

Km(ap}, nM

Vméx, AA/min ml



Tabla 11

Efecto del pH sobre los parametros cinéticos de Pfk-2% a 21°

ATP variable fructosa-6-FP variable
pH Km(ap) Vmax Km Vmax
6,0 53,0 8,1 23,5 2,8
6,5 45,0 10,5 23,5 5,4
7,0 24,0 12,5 21,0 ‘8,0
7,2 23,0 13,0 22,5 8,0
7,4 23,0 13,0 24,5 8,4
7,6 22,0 13,0 21,0 8,0
8,0 21,5 11,7 21,5 8,3
8,4 21,5 11,7 21,5 8,3

Km{ap), pM
Vméx, AA/min ml

aed
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Tabla 12

Valores de pKa obtenidos de las graficas
de Dixon a diferentes temperaturas para Pfk-2

ATP variable

gréfica grafica
log Vmax/Km(ap) vs pH log Vmax wvs pH
Temperatura Valores de pKa Temperatura Valores de pKa

33° 6,14 33° 6,52
3Q° 6,18 30° 6,55
27° 6,25 27° 6,58
24° 6,31 24° ‘ 6,65
21° 6,35 21° 6,71
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Tabla 13

Valores de pKa obtenidos de las graficas
de Dixon a diferentes temperaturas para Pfk-2

FBP variable

grafica grafica
log Vmax/Km{ap) wvs pH log Vmax vs pH
Temperatura Valores de pKa Temperatura Valores de pKa
33e° 6,18 33° 5,92
30° 6,23 30° 5,92
270 6,27 27° 6,02
24° 6,34 24° 6,10

21° 6,40 21° 6,14
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Tabla 14

Valores de pKa obtenidos de las gréaficas
de Dixon a diferentes temperaturas para Pfk-2*

ATP variable

grafica gréfica
log Vmax/Km(ap) vs pH log Vmadx vs pH
Temperatura Valores de pKa Temperatura Valores de pKa
33° 6,01 33° 5,74
30¢° 6,06 30° 5,80
27° 6,12 27° 5,84
24° 6,14 24° 5,93

21° 6,22 21° 6,30
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Tabla 15

Valores de pKa obtenidos de las graficas
de Dixon a diferentes temperaturas para Pfk-2*

FGP variable

grafica grafica
log Vmax/Km(ap) vs pH log Vmax vs pH
Temperatura Valores de pKa Temperatura Valores de pKa
33° 6,01 33° 5,81
30° 6,06 30° 5,87
270 6,10 27° 5,95
24° 6,17 24° 5,98

21° 6,24 21° 6,10



AH® de ionizacidn de grupos cataliticamente importantes

Sustrato
variable

ATP

Fructosa-6-P

Tabla 16

de Pfk-2

pKa obtenido

.de las gra-

ficas

Vmax vs pH

Vmax/Km(ap)
vs pH

Vméx vs pH

Vmax/Km(ap)
vs pH

.AH; estd expresado en Kcal/mol

AH

6,91

7,59

7,23

7,18
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AH® de ionizacidn de grupos cataliticamente importantes

Sustrato
variable

ATP

Fructosa-6-P

Tabla 17

de Pfk--2%

pKa obtenido
de las gra-
ficas

Vmax vs pH

Vméax/Km{ap)
vs pH

Vmax vs pH

Vmax/Km(ap)
vs pH

AH; estd expresado en Kcal/mol

AH®
1

8,28

6,08

8,28

6,65
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Tabla 18

Efecto del dimetilsulféxido (MeZSO) sobre los

pardametros cinéticos de Pfk-2

ATP wvariable

(—)Mezso
pH Km{ap) Vmax
6,0 39,0 4,0
6,5 28,0 4,8
7,0 23,5 5,5
7,2 26,0 5,7
7,4 24,0 5,8
7,6 26,0 5,8
8,0 32,0 6,8
8,4 28,0 5,9

Km(ap) L) PM
Vmax, AA/min ml

(+)Me_,50
Km Vmax
95,0 4,0
55,0 6,6
45,0 7,5
45,0 8,0
56,0 8,7
46,0 7,9
44,0 8,0
46,0 8,0



Efecto del dimetilsulféxido (Me_.S0) sobre los

pH

6,0
6,5
7,0
7,2
7,4
7,6
8,0
8,4

Km(ap), pM
Vméax, AA/min ml

parémetros cinéticos de Pfk-2

Tabla 19

2

FeP variable

(—)MEZSO
Km{ap) Vmax
27,0 2,8
22,5 4,0
16,0 3,8
17,0 4,6
19,0 5,0
15,0 4,2
18,0 4,8
18,0 4,8

(+)Me2SO
Km Vmax
67,0 2,8
40,0 5,0
22,0 5,0
27,0 5,7
29,0 6,6
29,0 6,3
31,5 6,5
30,0 6,5
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Efecto del dimetilsulféxido (MeZSO) sobre los

pH

8,4

Km(ap) » MM
Vméx, AA/min ml

parémetros cinéticos de Pfk-2*%

Tabla 20

ATP variable

(-}M3280
Km(ap) Vmax
40,0 3,1
35,0 4,5
30,0 5,0
28,0 5,0
31,5 5,0
31,0 5,1
30,0 5,0
33,0 5,5

(+)Me S0
Km Vméax
37,0 2,6
37,0 4,1
33,0 4,6
33,0 4,6
33,0 4,6
33,0 4,6
33,0 4,6
33,0 4,6
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Efecto del dimetilsulféxido (MeESO) sobre los

pH

8,4

Km(ap), pM
Vméax, AA/min ml

pardmetros cinéticos de Pfk-2*

Tabla 21

FBP variable

(-)Me250
Em(ap) Vmax
65,0 2,6
45,0 3,6
24,0 3,5
25,0 4,0
25,0 4,0
22,0 3,7
25,0 4,0
28,0 4,2

(+)He 50
Em Vmax
42,0 2,8
31,0 3,8
23,0 4,0
25,0 4,2
21,0 3,9
22,0 3,8
22,0 3,9
24,0 4,0
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Tabla 22

Efecto del Me,50 sobre los valores de pKa obtenidos
de las graficas de Dixon para P{k-2

Sustrato Griaficas de pKa en ausencia pKa en presencia
variable Dixon del Me250 del Me280
ATP Vméx vs pH 6,49 6,57
Vméax/Km(ap) 6,00 6,10
vs pH
Fructosa-6-P Vméx vs pH 5,95 6,01
Vmax/Km{ap) 6,20 6,15
vs pH
Tabla 23

Efecto del Me_ SO sobre los valores de pKa obtenidos
de las graficas de Dixon para Pfk-2%

Sustrato Graficas de pKa en ausencia pKa en presencia
variable Bixon del Me2SO del Me280
ATP Vmax vs pH 5,82 5,88 '
Vméax/Km{ap) 6,00 6,00
vs pH
Fructosa-6-P Vmax vs pH 5,81 5,87
Vmax/Km(ap) 5,10 6,15
vs pH

40
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17
o

Figura 1. Efecto del pH en la actividad de Pfk-2. La actividad se
determiné como se describe en Materiales y Métodos utilizando ATP y
fructosa-6-P 1 mM y se expresa como cambio de absorbancia a 340
nm/min ml. Para obtener los valores de pH indicados se utilizé
amortiguador Tris/maleato (@) y glicina (Q) 0,1 M.
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Figura 2. Efecto del pH en la actividad de Pfk-2*., Los detalles
experimentales son los gue aparecen en la leyenda de la Figura 1.
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Figura 3. Gréaficas 'de Dixon para Pfk-2 a 33°. A, log Vmax/Km(ap) en
funcién del pH. B. log Vméx en funcién del pH. { ®) concentracidn de
ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; ((Q) concentracién de fructosa—6-P
variable y ATP 1 mM.
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Figura 4. Graficas de Dixon para Pfk-2 a 30°. A. log Vmax/Km(ap) en
funcién del pH. B. log Vmax en funcién del pH. (@) concentracién de

ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; (O) concentracién de fructosa—6-p
variable y ATP 1 mM.
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Figura 5. Graficas de Dixon para Pfk-2 a 27°. A.

log Vmax/Km(ap) en

funcién del pH. B. log Vmax en funcién del pH. (@) concentracidn de

ATP variable y fructosa-6-P 1 mM;
variable y ATP 1 mM.

(O)

concentracién de fructosa-6-P
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Figura 6. Graficas de Dixon para Pfk-2 a 24°. A. log Vmax/Km{ap) en
funcién del pH. B. log Vméx en funcidén del pH. (@) concentracidén de

ATP variable y fructosa-6-P 1 mM;

variable y ATP 1 mM,

(Q) concentracién de fructosa—6-P
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Figura 7. Graficas de Dixon para Pfk-2 a 21°. A. log Vméx/Km(ap) en
funcién del pH. B. log Vmax en funcién del pH. (@) concentracién de

ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; (Q) concentracién de fructosa-6-P
variable y ATP 1 mM.
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Figura 8. Graficas de Dixon para Pfk-2* a 33°. A. log Vmax/Km(ap} en
funcidén del pH. B. log Vméix en funcidn del pH. (@) concentracién de

ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; (Q) concentracién de fructosa-6-pP
variable y ATP 1 mM.
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Figura 9. Gréaficas de Dixon para Pfk-2* a 30°. A. log Vmax/Km(ap) en
funcién del pH. B. log Vméx en funcidn del pH. (@) concentracién de
ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; ((Q) concentracién de fructosa—6—p
variable y ATP 1 mM.
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Figura 10. Graficas de Dixon para Pfk-2% a 27°. A, leg Vmax/Km{ap) en
funcién del pH. B. log Vmax en funcidén del pH. (@) concentracién de
ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; (Q) concentracién de fructosa-6-P
variable y ATP 1 mM.
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Figura 11. Graficas de Dixon para Pfk-2% a 24°. A. log Vmax/Km(ap) en
funcidén del pH. B. log Vméx en funcidén del pH. (@) concentracidn de
ATP variable y fructosa-6-F 1 mM; ((O) concentracién de fructosa—6-P
variable y ATP 1 mM.
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Figura 12. Graficas de Dixon para Pfk-2* a 21°. A. log Vmix/Km(ap) en
funcién del pH. B. log Vméx en funcién del pH. (@) concentracidn de
ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; ((Q) concentracién de fructosa—6-F
variable y ATP 1 mM.
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Figura 13. Graficas de Arrhenius para Pfk-2. A. Los valores de pKa se
determinaron de las graficas de Dixon log Vméx/Km(ap) en funcién del
concentracién de ATP fue variable y la

pH a distintas temperaturas;
Los valores de pKa se obtuvieron igual que

de fructosa-6-P 1 mM.
en A pero la concentracidn de fructosa-6-P fue variable y la de ATP 1

mM.
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Figura 14. Graficas de Arrhenius para Pfk-2. A. Los valores de pKa se
determinaron de las graficas de Dixon log Vmax en funcidén del pH a
distintas temperaturas; concentracién de ATP fue variable ¥y la de
fructosa-6-P 1 mM. B. Los valores de pKa se obtuvieron igual que en A
pero la concentracién de fructosa-6-P fue variable y la de ATP 1 mM.
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Figura 15. Gréaficas de Arrhenius para Pfk-2%. A. Los valores de pKa
se determinaron de las gréficas de Dixon log Vmax/Km(ap) en funcién
del pH a distintas temperaturas; concentracién de ATP fue variable y
la de fructosa-6-P 1 mM. B. Los valores de pKa se obtuvieron igual
que en A pero la concentracién de fructosa-6-P fue variable y la de
ATP 1 mM.
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Graficas de Arrhenius para Pfk-2%., A,
se determinaron de las grdficas de Dixon log Vméx en funcién del pH a

temperaturas;
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Los valores de pKa

concentracidén de ATP fue variable y la de

fructosa-6-P 1 mM. B. Los valores de pKa se obtuvieron igual que en A
pero la concentracidn de fructosa-6-P fue variable y la de ATP 1 mM.



o
[ ]
E

o
[ ]
[

= log V mix/km (ap)
&

]

7 8 9
pH

.
-]

Figura 17. Graficas de Dixon log Vmadx/Km{ap) en funcién del pH para
Pfk-2 a 30° en presencia y ausencia de dimetilsulféxido. A. En
ausencia de dimetilsulféxido. B. En presencia de dimetilsulféxido,
(@) concentracién de ATP variable y fructosa-6-P 1 mM: (Q) concentra-
cién de fructosa-6-P variable y ATP 1 mM.
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Figura 18. Graficas de Dixon log Vmax en funcién del pH para Pfk-2 a
30° en presencia y ausencia de dimetilsulféxido. A. En ausencia de
dimetilsulféxido. B. En presencia de dimetilsulféxido (@) concentra-
cién de ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; (Q) concentracién de
fructosa-6-F variable y ATP 1 mM.
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Figura 19. Graficas de Dixon log Vmax/Km(ap) en funcién del pH para
Pfk-2* a 30° en presencia y ausencia de dimetilsulféxido. A. En
ausencia de dimetilsulféxido. B. En presencia de dimetilsulféxido (®)
concentracion de ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; (Q) concentracidn
de fructosa-6-P variable y ATP 1 mM.
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Figura 20. Gréficas de Dixon log Vmax en funcién del pH para Pfk-2* a
30° en presencia y ausencia de dimetilsulféxido. A. En ausencia de
dimetilsulféxido. B. En presencia de dimetilsulféxido (@) concentra-
cidén de ATP variable y fructosa-6-P 1 mM; (Q) concentracidén de
fructosa-6-F variable y ATP 1 mM.
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DISCUSION

Ambas fosfofructoquinasas, Pfk-2 y Pfk-2*%*, se han estudiado
desde un punto de vista cinético y estructural. Estas enzimas presen-
tan varias diferencias, entre las que se destacan, el tipe de
inhibicibdn por fructosa~l,6-P2 {Daldal y col, 1982}, el mecanismo
cinético (Campos y col., 1984), la susceptibilidad a la inhibicién
por MgATP (Guixé y Babul, 1985a), la accién de ligandos sobre el
estado de agregacién en ausencia y presencia de los sustratos (Guixé,
1985; Guixé y Babul, 1988; Retamal, 1988) y el efecto protector de
ios sustratos en la inactivacién por la modificacién quimica de
grupos-SH {Espinosa ¥y col., 1985; Espinosa y Babul, 1986; Espinosa,
1987).

En esta tesis se han realizado estudios del efecto del pH en las
actividades de Pfk-2 y Pfk-2* con el fin de obtener informacidn
comparativa de los residuos de aminodcidos responsables de la unidn
de los sustratos y de la catdlisis de ambas enzimas.

Para distinguir si la variacidén de la actividad de Pfk-2 ¥y
Pfk-2* al variar el pH se debia mas bien a un efecto sobre el estado
de ionizacién de residuos de aminodcidos de las enzimas que a
variaciones en el estado de ionizacidén de los sustratos, se calcularon
las concentraciones de las especies idnicas para ATP y fructosa-6-P
en funcién del pH y el porcentaje de la Vmax que se obtendria en
estas condiciones, con el fin de compararlos con los valores de Vmax

experimentales. S5i unoc supone que las variaciones en Vméx se deben

unicamente a cambios en el estado de ionizacién de los sustratos, los
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valores de porcentaje de Vméx que se obtienen son superiores a 94%
para fructosa-6-P y al B89% para ATP a pH 6, el pH mas bajo utilizado.
Sin embargo, los valeores experimentales de Vmax para fructosa-6-P a
pH 6 son aproximadamente el 25% de los obtenidos a pH 7,2, donde se
obtiene 1la maxima actividad; en el caso del ATP este valor es
aproximadamente un 50%. Estos datos indican que las variacicnes de 1la
actividad en el pH se deben principalmente a la ionizacidn de grupos
presentes en la enzima. En el caso del ATP, se sabe gue el sustrato
verdadero de Pfk-2 y Pfk-2* es MgATPPz.

Para averiguar la identidad de los grupos ionizables involucrados
en los procesos enziméaticos, fue necesario obtener los valores de los
pardmetros cinéticos Vméx y Km(ap) a diferentes valores de pH ¥
temperatura, y a diferentes pH en presencia y en ausencia de dimetil-
sulféxido a 30°. Los valores de Vmax y Km(ap) obtenidos, permitieron
construir las graficas de Dixon, las que presentan curvas simples con
pendientes negativas cuando se graficaba -log Vmax/Km(ap) en funcién
del pH y pendiente positiva cuando se graficaba log Vmax en funcidn
del pH, a cada una de las temperaturas utilizadas. Las dos pendientes
descritas estdn situadas en el lado acido de la escala de pH y no se
observaron variaciones de los parametros cinéticos en la regifn
bésica.' El analisis computacional de los datos obtenidos permitid
construir las curvas tedricas para cada caso, supcniendo que la
pérdida de la actividad se debe a la ionizacidén de sélo un grupo.

Los valores de pKa obtenidos de las gréaficas log Vmax en funcién

del pH y -log Vméx/Km{ap) a distintas temperaturas, se resumen en las
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Tablas 12-13 para Pfk-2 y 14-15 para Pfk-2%. A la temperatura de 30°C
los valores de pKa obtenidos, al variar tanto fructosa-6-P como ATP,
fluctGan entre 5,9 y 6,5 para Pfk-2 y entre 5,€ y 6,0 para Pfk-2%, lo
que sugiere que para ambas enzimas los grupos responsables de la
formacién del complejo ternario E-F6P-ATP como de la unién de 1los
sustratos son del mismo tipo, posiblemente cadenas laterales de
histidina.

Las variaciones en los valores de pKa obtenidos de las graficas
de Dixon al variar uno u otreo sustrato podrian ser causadas por
cambios conformacionales que ocurren en las enzimas después de la
unién de un sustrato. McDonald y col. (1979} y Pickover y col. (1979)
demostraron esto en el caso de la hexoquinasa y fosfoglicerato
quinasa y especularon que puede ser un feadmeno general de 1las
quinasas.

Los valores de AH° de ionizacidén se resusen en la Tabla 16 para
Pfk-2 y 17 para Pfk-2*. En el caso de Pfk-2 los valores de AH°® de
ionizacién obtenidos de las grédficas de Arrhenius para el complejo
E-F6P-ATP son aproximadamente 7,0 Kcal/mol para Pfk-2 y 8,3 Kcal/mol
para Pfk-2*. Los AH° obtenidos para la unién de ATP y fructosa-6-P
son aproximadamente 7,4 Kcal/mol para Pfk-2 y entre 6,1 y 6,7
Kcal/mol para Pfk-2*%,

La comparacién de los valores de AH° obienidos en los casos de
Pfk-2 y Pfk-2* con los datos de 1la Tabla 24 apoyan la sugerencia

derivada del analisis de los valores de pKa, esto es, que son grupos

histidina los que participan en la catalisis y en la unién de los
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sustratos. La observacién que el dimetilsulféxido no produce un
aumento significativo de los valores de pKa apoyan la sugerencia de
la participacién de los grupos histidina en esos procesos.

El hecho que no se hayan cbservado diferencias apreciables tanto
en los valores de pKa como en los valores de AH® de ionizacidn de
los grupos de importancia catalitica entre Pfk-2 y Pfk-2*, sugiere
que la mutacidén estructural no afecta grandemente el microambiente de
estos grupos. Por otra parte se ha observado (Campos y col., 1984)
que ambas enzimas poseen valores de Km similares, lo que esta de
acuerdo con la observacién anterior.

Experimentos realizados por Fevzi Daldal (comunicacién personal
a Jorge Babul} de secuenciacién parcial del gen estructural de
Pfk-2%, indican al menos dos cambios de aminodcidos con respecto a
Pfk-2. En la posicién 23 de la cadena polipeptidica de Pfk-2 existe
una Tyr mientras que en Pfk-2¥ esta es reemplazada por Asp; en la
posicién 45 este cambio es de Arg en Pfk-2 a Pro en Pfk-2*%.
Resultados preliminares obtenidos por nuestro grupe de trabajo {Juan
C. Torres, experimentos no publicados} al secuenciar parcialmente los
genes estructurales de ambas enzimas, confirman el cambio en la
posicién 23 pero no indican gue existe el cambio en la posicidn 45.

En este laboratorio se realizaron estudios de modificacidn quimi-
ca de Pfk-2 y Pfk-2* para averiguar la importancia de los grupos-SH
en la actividad de las enzimas (Espinosa y col., 1985; Espinosa y
Babul, 1986; Espinosa, 1987). Ambas enzimas fueron inactivadas al

reaccionar con el &cido ditiobisnitrobenzoice (BTNB), sin embargo,
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s6lo en el caso de Pfk-2* la inactivacién fue total. Por otra parte
al usar los sustratos como protectores frente a la inactivacién de
las enzimas por DINB, se encontrd que MgATP y no MgATP mas fructosa-
6-P, protegia a Pfk-2 frente a la inactivacidén por DTNB, posiblemente
por unién del nucleétido al sitio regulatorio para el mismo y por lo
tanto los grupos-SH no estarian ubicados en el sitio activo de Pfk-2.
En el caso de Pfk-2* no se observd proteccidn por MgATP pero el
efecto protector aumenté notablemente en presencia de ambos sustratos,
por lo que los autores sugieren que este efecto se debe a la unién de
fructosa-6-P y MgATP al sitio activo. Esto enmascararia a los grupos-
SH ubicados en este sitio o provecaria un cambio conformacional que
impediria la reaccitén de los grupos sulfhidrilo importantes para la
actividad ubicados en un sitic distinto del activo. Si los grupos-SH
estuvieran ubicados en el sitio activo de Pfk-2* los resultados de la
presente tesis estarian de acuerdo con esta conclusidn siempre cuando
el microambiente de estos grupos fuera tal que disminuyera su pK en
al menos una unidad con respecto a los valores que aparecen en la

Tabla 24.

No se han realizado estudios del efecto del pH sobre los
parametros cinéticos en fosfofructoquinasas de E. coli, sin embargo,
existen estudios de modificacidén quimica de ciertos residuos aminoaci-
dicos, en fosfofructoquinasas de diversas fuentes.

Estos estudios estdn dirigidos principalmente a grupos tales
como sulfhidrilo, histidina, lisina, arginina y tirosina. Younathan y

col. (1968) y Froede y col. (1968) han demostrado que las fosfofructo-



Tabla 24

Valores de pKa y AH? de ionizacidn de grupos
presentes en proteinas

Grupo pKa
o/ -carboxilo 3,0 -
@ o d‘carboxilo 3,0 -
imidazolic 5,5 -
of —amino 7,5 ~
£ -amino 9,5 -
sulfhidrilo 8,0 -
fenélico 9,8 -
guanidinio 11,6 -

Datos obtenidos de Segel, (1975)

12,6

AH? (Kecal/mol)

|+

I+

1,5

6,9
10,0

10,0

6,0

12,0

13,0
13,0

7,0

13,0
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quinasas de misculo de conejo y de corazén de bovino presentan varios
tipos de grupos sulfhidrilos y que la modificacién con DINB provoca
una disminucién parcial de la actividad enzimdtica. Estos investigado-
res sugieren que estos grupos no estdn en el sitio activo y que la
menor actividad seria la resultante de cambios conformacionales de la
proteina. Sin embargo, Mathias y Kemp (1972) demostraron que MgATP
protegia contra la inactivacién provocada por el agente modificador.
Ahlfors y col. (1969) demostraron por experimentos de fotooxi-
dacién en presencia de azul de metileno, que un residuo histidina de
la fosfofructoquinasa de corazdén de bovino estaria involucrade en el
sitio regulatorio o cercano a €l, lo que fue confirmado poste-
riormente por el grupo de Setlow y Mansour (1970). Uyeda (1969) y
Setlow y Mansour (1972), realizaron estudios en fosfofructoquinasa de
misculo esquelético de conejo y de corazén de bovino con reactivos
que reaccionan con grupes amino y observaron una inhibicién virtual-
mente completa de la actividad enzimética acompafiada de la disociacidn
de las subunidades de la enzima, lo que indicaria una inhibicidén por
un mecanismo no especifico. Sin embargo, la inhibicién con piridoxal-
fosfato, quien presenta! una menor tendencia a disociar la enzima,
sugeriria un rol de los grupos aminoc en el proceso catalitico. El
grado de inhibiciéh era dependiente de la cantidad de piridoxal-
fosfato y de la presencia de los sustratos; fructosa-6-P protegia
contra la inhibicién y ATP s6lo dio proteccidn parcial. Esta observa-

cién sugiere que al menos algin residuo lisina estd ubicado en el

sitio catalitico.
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Los estudios en la fosfofruétoquinasa relacionados con el pH
estdn principalmente dirigidos a procesos de activacién o inactivacidn
dependientes de la protonacién o desprotonacién de grupos en el
tetramero. Bock y Frieden (1976a, 1976b) demostraron que la inactiva-
cién y disociacién de la fosfofructoquinasa de misculo esquelético de
conejo de tetrdmero a dimero, involucra la protonacién de un residuo
en la forma tetramérica de la enzima, presumiblemente histidina, y
que ATP se une preferencialmente a una forma protonada de la enzima
(inactiva), mientras que fructosa-6-P se uniria a una forma no
protonada (activa).

Otros estudios del efecto del pH en la actividad de las fosfofruc-
toquinasas estdn relacionados con la inhibicidén por ATP {(Uyeda y
Racker, 1965; Trivedi y Danforth, 1966). En la enzima de misculo de
conejo se produce inhibicién a pH 7,0, la que disminuye progresivamen-
te hasta no observarse a pH 9,0. Lo mismo ocurre en la fosfofructoqui-
nasa de corazén (Mansour, 1963}, cerebro (Lowry y Passonneau, 1966) e
higado (Kemp, 1971). En cambio, Pfk-2 de E. coli (Guixé y Babul,
1988) al igual que fosfofructoquinasa de levadura (Lindell vy
Stellwagen, 1968), presentan el fendmeno contrario, es decir, la
enzima es mas sensible a 1la inhibicidén por MgATP a valores de pH méas
alcalinos. Sin embargo, a medida que disminuye el pH, hasta un valor
de 5,5, se ha demostrado que la concentracién de otras especies

1, HATP—s) son aproximadamente la mitad de

iénicas de MgATP (MgHATP
la de MgATP_2 (Storer y Cornish-Bowden, 1976). Esto indicaria que el

sitio alostérico para MgATP_Z, responsable de la inhibicidén de la
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enzima por este compuesto, es altamente especifico para una especie
idénica en particular, en este caso, MgATP_Z.

Una manera de apoyar las conclusiones de la presente tesis seria
por medio de estudios de modificacidén quimica con el fin de caracteri-
zar el tipo y nimero de residuos involucrados en la accién enzimatica
es decir, la reaccién de una proteina con un reactivo especifico para
un determinado residuo de amincdcido y su posterior andlisis para
correlacionar los cambios en la actividad enzimética, con la modifica-
cién del residuo. Sin embargo, esta es una técnica que presenta
varios inconvenientes, entre otros, que no existe un reactivo especifi-
co para un tipo Unico de residuo.

Otra posibilidad es realizar mutagénesis dirigida, en la medida
que se conozcan las secuencias de aminocdcidos de Pfk-2 y de Pfk-2* o
de los respectivos genes estructurales, para reemplazar residuos
aminoacidicos especificos que, por estudios de cristalografia de
rayos X, se h;yan evaluados como importantes tanto en la unidn de los
sustratos en el sitio activo como en la unidn de ligandos en sitios
para los efectores. Estudios en este sentido realizaron Hellinga y
Evans (1987), quienes demostraron la funcidn esencial de un aspartato
(Asp 127) y en menor grado el residuo arginina (Arg 171) en 1la
transferencia de un grupo fosforilo desde el ATP al fructosa-6-P en
fosfofructoguinasa-1 de E. coli. Usando mutagénesis dirigida, se
cambid el coddén para dichos aminodcidos por los de serina en el gen

de Pfk-1.

Lau y Fersht (1987) demostraron en el casoc de Pfk-1 de E. coli,
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que al reemplazar Glu 187 por Ala el fosfoenolpiruvato, inhibidor de
la enzima, se convierte en activador.
La tnica estructura tridimensional gue se conoce de una fosfo-

fructoquinasa es la de Bacillus stearothermophilus (Evans y Hudson,

1979; Evans y col., 1986). Se han publicado las secuencias de 1a
enzima de musculo de conejo (Poorman y col., 1984; Lee y col., 1987),
misculoe humano {Nakajima y col., 1987; Sharma y col., 1989), higado

de ratén (Gehnrich y col., 1988), B. stearothermophilus (Kolb y col.,

1980) y de las isocenzimas de fosfofructoquinasa de E. coli, Pfk-1
(Hellinga y Evans, 1985) y Pfk-2 (Daldal, 1984). Todas estas secuen-
cias son homdlogas entre si, salvo la de Pfk-2 de E. coli (Hellinga y
Evans, 1985; C. Medina, comunicacidn personal).

Se han identificado los residuos de amincacidos importantes para
la catalisis y para la unién de ligandos en la estructura cristalina

de 1los complejos de la enzima-de B. stearothermophilus con los

ligandos (Evans y col., 1981). Al alinear la secuencia de la enzima

de B. stearothermophilus con la Pfk-1 de E. coli, se observa que los

aminodcidos presentes tanto en el sitio de unién de fructosa-6-P como
en el de ATP son practicamente los mismos en ambas enzimas. En ambos
sitios de unién aparecen residuos de His. Otros grupos presentes en
estos sitios de unién y que pueden presentar cargas son los residuocs

de Asp, Glu, Arg y Cys.
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