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RESUMEN

La cepa silvestre de E. coli contiene una fosfofructoquinasa
alostérica, isoenzima principal, Pfk-1 y una iscenzima minoritaria,
aparentemente no alostérica, Pfk-2, La mutacién pfkBl aumenta
los niveles de Pfk-2, permite el crecimiento de mutantes que
carecen de Pfk-1 y no afecta el crecimiento en sustratos gluconeo-
génicos. La mutacién pfkB10 genera una forma alterada de Pfk-2
de mayor labilidad y propiedades cinéticas diferentes, Ilamada
Pfk-2%, Cepas con altos niveles de Pfk-2¥ crecen bien en az(cares
perc muy lentamente en compuestos gluconeogénicos. El propésito
de esta investigacién fue determinar el mecanismo cinético de

Pfk-2 y Pfk-2%.

La funcidn de saturacién de ambas enzimas para ATP vy
fructosa-6-P resulté ser hiperbélica. Estudiog en velocidad inicial
dieron como resultado [fneas convergentes en grdficas de dobles
reciprocos, indicando una adicién consecutiva de los sustratos a
las enzimas y la formacién de un complejo ternario previo a la
liberacién de los productos. Esto fue confirmado al obtenerse una

parabola en gréficas de dobles reciprocos cuando se varid la

concentracidén de ambos sustratos en una razdén constante.

Estudios de inhibicion por producto para Pfk-2 mostraron

inhibicién competitiva de fr‘uctosa—l,S—P2 con respecto a fructo-

xiii
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sa-6-P; en cambio, la inhibiciéon de fr‘uctosa—l,ﬁ—[ﬁ’2 con respecto
a ATP resultd no competitiva. Las otras inhibiciones, de ADP con
respecto a ATP yv de ADP con respecto a frucfosa-—B—P, fueron de

tipo no competitivo.

Para Pfk-2%, sélo se obtuvo inhibicién competitiva de ADP
con respecto a ATP; la inhibicién de ADP con respecto a fructo-
sa-6-P resultd no competitiva. Las otras inhibiciones, de fructo-

sa-1,6-P, con respecto a ATP y de 1’1"uctosa—1,6-—F’2 con respecto a

2

fructosa-6-P, fueron de tipo no competitivo.

Estos estudios permitieron postular los siguientes mecanismos

cinéticos para Pfk-2 y Pfk-2%:

F6P ATP ADP FDP
Prk-2: ¥ ¥ + +
E E-F6&P (E~F6P-ATP) E-FDP E
: aTP F6P FDP ADP
Pfk-2%: + + + +
E E-ATP (E-ATP-FBP) E-ADP E

Estos mecanismos se confirmaron mediante el uso de andlo-

gos de sustratos que actdan como inhibidores de punto muerto.

xiv




pPara ambas enzimas se usé AMP-PNP como analogo de ATP. Como
andlogo de fructosa-6-P se usé ribosa-5-P en el caso de Pfk-2 vy
sorbitol-6-P en el caso de Pfk-2%. Para ambas enzimas se obtuvo
inhibicién incompetitiva cuando se estudié el andlogo del segundo
sustrato en relacién al primer sustrato que se adiciona a la

enzima, confirmando asi los mecanismos en secuencia ordenada

propuestos.




ABSTRACT

The wild type strain of E. coli contains an allosteric
phosphofructokinase, the principal isozyme, Pik-1, and a minor
isgzyme, apparently non-allosteric, Pfk-2. The pfkBl mutation
increases the amount of Pfk-2, allows growth of mutants lacking
Pfk-1 and does not affect growth on gluconeogenic substrates. The
pfB10 mutation produces an alterated form of Pfk-2 called Pfk-2%
which is cold labile and has different kinetic characteristics,
Strains with high levels of Pfk-2¥ grow well on sugars, but very
slowly on gluconeogenic compounds. The purpcse of this work was

to determine the kinetic mechanism of Pfk-2 and Pfk-2%*,

Both enzymes showed hyperbolic saturation kinetics with
respect to fructose-6-P and ATP. Initial velocity studies gave
intersecting straight lines on double-reciprocal plots indicating a
consecutive order of addition of the substrates to the enzymes and
the formation of a ternary complex prior to the release of
products. When a constant concentration ratio of both substrates
was used, a parabola was obtained in double-reciprocal plots,

confirming the sequential mechanisms.

Product inhibition studies with Pfk-2, showed competitive
inhibition of fr‘uctose—1,6—F’2 with respect to fructose-6-P, but
noncompetitive with respect to ATP, The inhibition of ADP with

respect to fructose-6=P and ADP with respect to ATP were both

xvi




noncompetitive. Pfk-2* showed competitive inhibition of ADP with
respect of ATP, but noncompetitive with respect to fructose—-6-F.
The inhibition of fr‘uctose—I,G—P2 was noncompetitive with respect

to ATP and also with respect to fructose-6-P.

These results suggest the following kinetic mechanisms for

the enzymes:

F6P ATP ADP FDP
Pfk-2: 4 ¥ + +
E E-F6FP (E-F6P-ATP) E-FDP E
ATP F6P FDP ADP
Pfk-2%: 4 4 + +
E E-ATP (E-ATP-F6P) E-ADP E

The kinetic mechanisms were confirmed by the wuse of
substrate analogs acting as dead-end inhibitors. AMP-PNP was
used as an ATP analog for both enzymes. Ribose-5-P and
sorbitol-6-P  were used as fructose-6-P analogs for Pfk-2 and
Pfk-2* respectively. Uncompetitive inhibition was obtained when
the inhibitor was dissimilar to the wvaried substrate with both,

Pfk-2 and Pfk-2*%*, in accordance with the ordered sequential

reaction mechanism suggested above.




INTRODUCC{ON

Los hidratos de carbono son una fuente importante de
energfa para la mayoria de los organismos vivos. 5u utilizacidn
se realiza a través de la via glicolitica, serie de reacciones en
la cual los hidratos de carbono son degradados con la produccién
concomitante de ATP. De todas las reacciones involucradas, la
que cataliza la fosfofructoquinasa (Pfk) ha sido considerada uno
de los pasos claves de esta via (1-3). Esta enzima cataliza la
transferencia del fosfato terminal del ATP al hidroxilo del C-1 de
la fructosa-6-P, produciendo fructosa~1,6-—P2, como se muestra en

la siguiente reaccidn:

F-6-P + ATP —— FDP + ADP

0
PG HZC CH,OH

POH,C CH,0P
HO
OH ’ HO /OH
OH b OH
D-Fructosa 6-fosfato D-Fructosa 16-difosfato

Esta es una de las reacciones irreversibles de la glicdlisis
y presenta asi numerosas posibilidades de regulacién metabdlica.
La fosfofructoquinasa ha sido aislada pura de una variedad de
fuentes (1,2), lo que ha permitido a muchos investigadores estu-
diar el mecanismo de acciéon de la enzima y las relaciones entre
su estructura y funcién. Las principales caracteristicas regulato-
rias de las fosfofructoquinasas obtenidas de diferentes fuentes
son: inhibicién por altas concentraciones de ATP (generalmente

este compuesto disminuye la afinidad de la enzima por fructo-
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sa-6-P), inhibicién por citrato, disminucién de la inhibicién
producida por ATP en presencia de fosfato inorgdnico, AMP,
cAMP, fructesa-1,6-P, vy fructosa-6-P vy funcién de saturacidn

{' sigmoidal con respecto a fructosa-6-P (2}.

La cepa silvestre de E. coli presenta dos iscenzimas que
fosforilan fructosa-6-P a expensas de ATP vy otros nuclebdtidos
(4,5). La fosfofructoquinasa 1 (Pfk-1), codificada por el gen pikA
(6), es la isoenzima mayoritaria (90 % de l!a actividad total de
fosfofructoquinasa) y ha sido ampliamente estudiada (7). Presenta
una funcién de saturacién sigmoidal con respecto a fructosa-6-P,
inhibicién por fosfoenaolpiruvato y activacion por ADP (5,7). Pfk-1
es un tetrdmero de subunidades de M_ 34.000 (5,8). La fosfofructo-
quinasa 2 (Pfk-2), codificada por el gen pfkB (9), estd presente
en bajos niveles en la cepa silvestre (10 % de la actividad
total), presenta una funcidén de saturaciéon hiperbélica con respecto
a fructosa-6-P, no presenta inhibicidon por fosfoenolpiruvato y no
es activada por ADP. A diferencia de Pfk-1, Pfk-2 es inhibida
por fructosa—1,6—P2 y puede usar tagatosa-6-P como sustrato (5).
Esta enzima también es un tetramero, pero |a Mr‘ de sus subunida-
F des es de 36.000 (5,10). La funcién que desempefia esta iscenzima
en la célula atn se desconoce. Sin embargo, mutantes carentes de

Pflkk-1 crecen bien en azlcares si los niveles de Pfk-2 son

elevados (11).




Cepas con la mutacién pfkB1 (Tabla 1), presentan niveles
de Pfk-2 treinta veces mayores que los de la cepa silvestre (5).
Una mutacién cercana, pfkB10, afecta la estructura de la enzima
produciendoc una Pfk-2 de propiedades alteradas, Ilamada Pfk-2%
(9,12). Asl, es posible disponer de una cepa con ambas mutaciones

pfkB1 y pfkB10, denominada pikB1¥*, que posee altos niveles de

Pflk-2%, Cepas con una delecién completa del gen que especifica a
Pflkk-1, pero con altos niveles de Pfk-2, crecen bien en azicares y
en sustratos gluconeogénicos. En cambio, dobles mutantes con
altos niveles de Pfk-2¥ y también carentes de Pfk-1, crecen bien

en azticares, pero lentamente en sustratos gluconeogénicos (11).

Tabla 1

FOSFOFRUCTOQUINASAS DE E. coli.

CEPAS GENES ACTIVIDAD ENZIMATICA
Silvestre pfk A+ pfkB+ 90 % Pfk-1; 10 % Pfk-2
Delecién en pfkA A pfkA pfkB+ Pfk-2, bajos niveles

A pfkA pfkBl1 Pflk-2, altos niveles

A pfkA pfkB1 pfkBI10 Pfk-2*, altos niveles




Ern nuestro laboratorio se ha purificado la enzima proveniente
de ambas cepas (11) y se estdan estudiando sus caracteriticas
cinéticas y estructurales, para tratar de explicar la diferencia de

crecimiento entre ellas.

Pfk-2* presenta mayor labilidad que Pfk-2 tanto en extractos
crudos como en preparaciones purificadas. Las enzimas también
difieren en sus propiedades cinéticas; Pfk-2* es menos sensible a
la inhibicién por fr‘uctosa—l,G—Pz. Al correlacionar las propiedades
cinéticas de ambas enzimas con las concentraciones de metabolitos
claves no es posible comprender la diferencia de crecimiento de las
cepas (11). La diferencia cinética mds notable entre Pfk-2 vy
Pfk-2%, es la inhibicibn de las enzimas por el producto
1’r~ur:tosa-—1,6-~P2 cuando se wusa fructosa-6-P como sustrato variable
(11). En el caso de Pfk-2 la inhibicién es de tipo competitivo,
mientras que en el de Pfk-2%¥ es de tipo no competitivo. Estos
resultados sugieren cambios estructurales en el sitio activo de
Pfk-2 como consecuencia de la mutaciéon pfkB10, los que podrian
establecerse mediante el estudio del mecanismo cinético de cada

enzima.

El mecanismo cinético de Ila fosfofructoquinasa obtenida de
diferentes fuentes ha sido estudiado por varios investigadores (1,2)
y ha sido materia de controversia por muchos afios. Asi, para la
enzima de la misma fuente se' han informado diferentes mecanismos

(13-16). Los principales problemas que se presentan son la inhibi-




cidn por altas concentraciones del sustrato ATP y la cooperatividad
con respecto a fructosa-6-P. Estos problemas no se presentan en el
caso de las fosfofructoquinasas tipo 2 de E. coli, ya que ellas
poseen una cinética de saturacidén hiperbélica en relacién a fructo-
sa~-6-P y ATP y no presentan inhibicién por este uGltimo en el rango
de concentraciones utilizado en los estudios cinéticos que se presen-

tan en este trabajo.

El objetive general de esta tesis es dilucidar el orden de
interaccién de los sustratos y productos con Pfk-2 y Pfk-2* mediante
estudios en velocidad inicial, de inhibicion por los productos de la
reaccién y por andlogos de los sustratos. Estos estudios indican
gue ambas enzimas poseen un mecanismo en secuencia ordenada.
Para Pfk-2, fructosa-6-P es el primer sustrato que se une a la
enzima vy fr‘t,u:tc)sa--l,6--|=’2 el dltimo producto que se libera, mientras
que para Pfk-2* ATP es el primer sustrato en unirse y ADP el

dltimo producto en liberarse.




MATERIALES Y METODOS

1. Fuente de las enzimas.

Se utilizaron dos cepas isogénicas de E. coli, DF903 para
la obtencién de Pfk-2 y DF905 para la de Pik-2*, cuyo origen y
construccidén describen Dalda! y Fraenkel (9). Ambas cepas poseen
una delecién completa del gen estructural de Pfk-1 (pfkA). DF903
contiene la mutacidn pfkB1 y DF905 posee |a doble mutacién pikB1

pfkB10.

2. Purificacion de las enzimas.

Las enzimas Pfk-2 y Pfk-2%, se purificaron hasta la etapa
de cromatografia en azul de Cibacron Sepharose segin el procedi--
miento descrito por Babul (5} y Daldal y col. (11). En algunas
preparaciones de Pfk-2¥, se sustituyd la cromatograffa en DEAE-ce-

lulosa por una en hidroxilapatita.

3. Estabilidad y mantencién de las enzimas.

La estabilidad de las enzimas se media a concentraciones
saturantes (1 mM) de ambos sustratos, ATP y fructosa-6-P, determi-
nando la formacién de fructosa—l,G—P2 como se describe més
adelante. Después de la cromatografia en azul de Cibacron
Sepharose, Pfk-2 y Pfk-2*¥ se concentraban por ultrafiltracién vy
se mantenian a -20° C en un amortiguador Tris-HCl 20 mM, pH
7,6, que contenia: MgCI2 5 mM, BTT 5 mM, EDTA 1 mM v glicerol

50%; en el caso de Pfk-2* el amotiguador contenia ademds etanol




5%. En estas condiciones las enzimas mantenfan su actividad por

varios meses.

Para medir su actividad, las enzimas se dilufan en los
siguientes amortiguadores, con los agregados que se indican.
Pfk-2 se dilufa en Tris-HClI 20 mM, pH 7,6, DTT 1 mM, EDTA 1
mM, MgCI2 5 mM y glicerol 20 %. Pfk-2* se diluia en el mismo
amortiguador pero se agregaba etanol al 5 % en vez de glicerol.
En estas condiciones las enzimas mantenfan su actividad al menos
dos semanas. Las reacciones enzimaticas se iniciaban agregando
entre 5 y 25 | de enzima diluida, de modo que el cambioc de

absorbancia por minuto a 340 nm no fuera mayor que 0,45,

4. Determinacidon de la actividad enzimatica.

La actividad enzimitica se determiné a 30° C, en un

-

espectrofotometro Gilford modelo 2400, usando uno de los siguientes
ensayos:

a) Medicién de fructosa-1,6-P,,.

En este ensayo la actividad se media espectrofotometricamen—

te a 340 nm, acoplando la formaciéon de fructosa-1,6-P, a la

2

oxidacion del NADH en presencia de aldolasa (Ecuacién E), triosa~

fosfatoisomerasa (Ecuacion c¢) y  a-glicerofosfatodeshidrogenasa

(Ecuacién d) (5,17). La mezcla de reaccién, en un volumen final

de 0,5 ml, contenfa: Tris-HCl 100 mM, pH 8,2, DTT 1 mM, MgcCl,,

10 mM, NH4C1 2 mM, NADH 0.2 mM, 0,36 U de aldoiasa, 15 U de

triosafosfatoisomerasa y 5 U de oa-glicerofosfatodeshidrogenasa. La



concentraciéon de ATP y fructosa-6-P se variaba segin se indica
en cada caso y la reaccién se iniciaba agregando la enzima. La

reaccliones involucradas son las sigulentes:

ATP + fructosa-6-P + ADP + 1"r‘uctosa-—1,6--!732 (a}

1’r~t_1ctosa—1,6—P2 +  3-gliceraldehido-P + dihidroxiacetona-P (b)

3-gliceraldehido-P + dihidroxiacetona-P (¢)
+

2 dihidroxiacetona-P + 2 NADH - 2 glicercl-3-P + 2 NAD {d)
+ 2 H

fructosa—6-P + ATP + 2 NADH - 2 glicerol-3-P + ADP + 2 NAD™

+2H+

b) Medicién de ADP.

En este caso la actividad fosfofructoquindsica también se
media espectrofotometricamente a 340 nm, acoplando la formacién
de ADP a la oxidacion del NADH en presencia de piruvatoquinasa
(Ecuacién e) y lactatodeshidrogenasa (Ecuacién f), segdn lo descri-
to por Kornberg (18) y Babul (5}). La mezcla de reaccién, en un
volumen final de 0,5 ml, contenfa: Tris-HCI 100 mM, pH 8,2,
fosfoenolpiruvato 0,2 mM, Mg‘ﬁ?l2 10 mM, KCi 10 mM, NHACI 2 mM,
NADH 0,2 mM, 4 U de piruvatoquinasa y 5,5 U de lactatodeshidro-
genasa. La concentracién de ATP y fructosa-6-P se variaba segln
se indica en cada caso y la reacciéon también se iniciaba

agregando la enzima previamente dilufda. Las reacciones s=son las

siguientes:




ATP + fructosa-6-P -+ ADP + fructosa~1,6—P2 {a)
ADP + P-enolpiruvato + ATP + piruvato (e)
+

piruvato + NADH ~ NAD' + lactato + H ()

: + +

fructosa-6-P + P-enolpiruvato + NADH > lactato + NAD + H
fructosa-1, ES—P2

c) Estudios cinéticos de inhibicién.

Al estudiar la cinética de inhibicion por el producto fruc-
tosa-1,6-P la actividad enzimdtica se midié usando el ensayo

91
acoplado a la formacién de ADP descrito en 4b. Cuando se estudid
la cinética de inhibicién por ADP, la actividad enzimatica se
determind usando el ensayo acoplado a la formacién de fruc—
tosa-1,6-P,, descrito en 4a. En los estudios de inhibicién por
andlogos de los sustratos (AMP-PNP, sorbitol-6-P y ribosa-5-P) la

actividad enzimatica se determind en ensayos acoplades a la forma-

cion de fructosa-1,6-P,.

5. Determinacién de la concentracidon de los reactivos.

a) La concentracidén de ATP se mididé espectrofotometricamen—
te a 30° C siguiendo la reducciéon del NADP+ a 340 nm en
presencia de glucosa, hexoquinasa y glucosa 6-fosfatodeshidrogena-
sa (17). E! medio de reaccién contenia, en un volumen final de
0,5 mi: Tris-HCl 80 mM, pH 8,0, KCI 100 mM, EDTA 1 mM, DTT 1
mM, NADP™ 0,5 mM, glucosa 1 mM, MgCI2 12 mM, 0,2 U de glucosa

6—-fosfatodeshidrogenasa y 0,004 U de hexoquinasa.
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La concentracién de ATP también se determind usando el
ensayo enzimdtico descrito en 4a para la medicion de fructo-

Al calcular la concentracion de ATP usando el coeficien-
3 1

sa-1 ,6—P2.

- -’ . - "'1
te de extincién del mismo (15,4 x 10° M cm ') se pudo comprobar
que la concentracién era la misma a la obtenida segln los dos
métodos antes descritos. Esto indica que la contaminacién por ADP

vy AMP era despreciable.
b) La concentracion de ADP se determind segtin lo descrito
en 4b y también se verificé espectrofotometricamente en condi-

ciones iguales a las utilizadas para medir el ATP.

c) La concentraciéon de fructosa-6-P, se determind segdn lo

descrito en 4a y se utilizd Pfk comercial de misculo de conejo.

d) La concentracién de fr‘uctosa—l,G—Pz, se determind segin

el procedimiento descrito en 4a.

6. Andlisis estadistico de los resultados.

El analisis de los resultados cinéticos se realizd empleando
las transformaciones de Lineweaver-Burk (19) y sus respectivas
graficas secundarias. Las c¢curvas se ajustaron a los valores
experimentales por medio del método de regresién lineal (20). Las
inhibiciones por ADP, fr‘uctosa—‘l,G—Pz, AMP-PNP, sorbitol-6-P y ribo-

sa-5-P también fueron analizadas en graficas de dobles recfprocos
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y los tipos de inhibicién resultantes fueron confirmados haciendo
uso de las transformaciones graficas de Dixon {(21) vy ‘de
Cornish-Bowden (22). EI coeficiente de correlacién (r) de las
curvas resultantes tanto de graficas primarias como de secundarias
varié entre 0,989 y 0,999. La constante de inhibicién se calculd
a partir de gréaficas secundarias de pendientes en funcién de la
concentracidn del inhibidor (21). Para distinguir entre inhibicidn
competitiva y no competitiva, se aplicd el test de Student a los
valores experimentales de las intersecciones de las rectas obteni-
das con el eje de la ordenada (1/V) en gréficas de dobles
reciprocos, segin lo descrito por Plapp (23). El test de Student
considera los valores de las intersecciones de las rectas que maés
difieren entre si. Si el valor de (t}) de estas rectas es menor que
1,96 la inhibicién se supone competitiva, mientras que si el valor
de (t) es mayor que 2,58, la inhibicién se supone de tipo no

competitivo.

7. Reactivos usados.

Piruvatoquinasa (de misculo de conejo), lactatodeshidrogena-
sa (de mlsculo de conejo), hexoquinasa (de levadura), gluco-

sa-6-fosfatodeshidrogenasa (de L. mesenteroides), Pfk (de mdsculo

de conejo), ditiotreitol, Tris, NADH, NADP+, sorbitel-6-P, ribo-

sa-5-P, AMP-PNP, ATP, ADP, fructosa-1,6-P glucosa, fosfoenolpiru-

2!

vato, glicerol, etanol, fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.

(St. Louis, Mo. E.E. U.U.). KCIl, EDTA, MgCl,, NH,CI, fueron

obtenidos de Merck AG Darmstadt, Alemania Federal. Aldolasa {de




misculo de conejo)}, a-glicerofosfatodeshidrogenasa (de mdsculo de
conejo), triosafosfatoisomerasa (de misculo de conejo}, fructo-
sa-6-P, fueron obtenidos de Boehringer Mannheim GmbH, Alemania

Federal.
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RESUL TADOS
!
1. ESTUD]OS CINETICOS PREL IMINARES

a. Determinacién de Km aparentes.

Con el objetoc de elegir las concentraciones de sustratos
apropiadas para los estudios en velocidad inicial, se determinaron
las constantes de Michaelis aparentes para ATP y fructosa-6-P de
Pfk-2 y Pfk-2%. En la Tabla 2 se resumen los valores de dichas

constantes.,

Tabla 2

CONSTANTES DE MICHAEL[S APARENTES DE Pfk-2 Y Pfk-2%*2

Enzima Sustrato Variable® Sustrato Fijo© K (mM)

Pfk-2 fructosa-6-P ATP 0,050
ATP fructosa--6-P 0,025

Pfk-2*  fructosa-6-P ATP 0,044
ATP fructosa-6-P 0,027

a. La actividad enzimitica se midié con el ensayo 4a, descrito en
Materiales y Métodos,

b. 0,0t a 0,2 mM.
c. 1 mM.
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b. Inhibicidén por los sustratos.

ATP es inhibidor de Ilas fosfofructoquinasas obtenidas de
diferentes fuentes (1-3). Por esta razén fue necesario determinar
la posible inhibicién de Pfk-2 y Pfk-2* por ATP en el rango de
concentraciones a usar en los experimentos cinéticos de este traba-
jo. Como se ilustra en la Figura 1, no se observdé inhibicién por
ATP en el rango de concentraciones usado (0,05—1,0 mM). Resultados

similares se obtuvieron al estudiar el efecto de fructosa-6-P.

c¢. Coeficiente de Hill de Pfk-2 y Pfk-2%,

La mayoria de las fosfofructoquinasas estudiadas presenta
una funcién de saturacién sigmoldal para fructosa-6-P (1-3), lo
que ha dificultado la aplicacién de los protocolos habitualesl
usados para la determinacidén del mecanismo c¢inético de enzimas
con cinética michaeliana. La Figura 2 muestra las gréificas de
Hill para Pfk-2 y Pfk-2* para ambos sustratos. Los valores del
coeficiente de Hill variaron entre 0,98 y 1,08, indicando que
ambas enzimas presentan una funcidon de saturacién hiperbdlica
con respecte a fructosa-6-P y ATP en los rangos de concentraciones

usados.

2. ESTUDIOS CINETICOS EN VELOCIDAD INICIAL

Al estudiar el efecto de concentraciones variables de fructo-

sa-6-P a diferentes concentraciones fijas de ATP sobre la velocidad
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Figura 1.
Pfk-2 y Pfk-2%,
contenia:

NADH 0,2 mM, 0,36 U de aldolasa,

de o-glicerofosfatodeshidrogenasa.

El medio de reaccién,
Tris-HC1 100 mM, pH 8,2, DIT 1 mM, MgCl

Efecto de la concentracién de ATP sobre la actividad de
en un volumen ‘final de 0,5 ml,

10 mM, NH Cl 2 mM,

15 U de triosafosf%toisomerasa y 51U

A, Pfk-2; B,

Prk-2¥%,

En ambos casos

el experimento se realizdé a dos concentraciones de fructosa-6-P, 0,1 y

1,0 mM. La actividad enziméAtica se expresa como A

340

/min ml/50,
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.l ! 1 F n 1 ! 1
,O .4 I8 22 1,0 l,4 1,8 2,2
log[Fructosa-6-F log [ATP]

Figura 2. Gréficas de Hill de las funciones de saturacidén de Pfk-2 y
Pfk-2* para fructosa-6-P y ATP. Las condiciones experimentales son las
descritas en la Fig, 1. A y B, Pfk-2; C y D, Pfk-2%, En A y C la
concentracién de ATP fue 1,0 mM. En B y D 1la concentracién de
fructosa~-6~-P fue 1,0 mM. Las velocidades iniciales se expresan como
A340/min ml/50.




17

de la reaccién de Pfk-2 y Pfk-2%, se obtuvieron Iineas que se
intersectaron sobre el eje horizontal, a la izquierda de la ordena-
da, en gréficas de dobles reciprocos (Figuras 3 y 4). Cuando ATP
fue el sustrato variable las gréficas fueron del mismo tipo
(Figuras 5 y 6). En todos los casos, las grdficas secundarias de
pendientes e intersecciones fueron I|lineales y se wusaron para

calcular las constantes cinéticas que se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3

CONSTANTES CINETICAS DE Pfk-2 Y Pfk-2*

CONSTANTE Pflk-2 Pfk-2%
K {fructosa-6-P), mM 0,032 0,023
Km (ATP)}, mM 0,020 0,038
K., mM 0,090 0,040

Estos estudios indican que ambas enzimas presentan un
mecanismo en secuencia, el cual se confirmé al obtener una
parabola en grdficas de dobles reciprocos (24}, para Pfk-2 (Figu-
ra 7 ) y para Pfk-2%¥ (Figura B8), cuando se varié la concentra-

cién de ATP y fructosa-6-P en una razdén constante.
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Figura 3. Grafica de dobles reciprocos para Pfk-2 cuando fructosa-&6-P
es el sustrato variable. Las condiciones experimentales son las descri-
tas en la Fig. 1. Las velocidades iniciales se expresan como A34 /min
ml/100. En el recuadro se muestra la grafica secundaria de las pengien—
tes e intersecciones en funcién del reciproco de la concentracién de
ATP. En el recuadro de esta figura y en el de las que continuan, los
valores de las intersecciones y de las pendientes estan representados
de la siguiente manera: (©) intersecciones y { ® ) pendientes.
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Figura 4. Grafica de dobles reciprocos para Pfk-2* cuando fructosa-6-P
es el sustrato variable. Las condiciones experimentales fueron las
descritas en la Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria
de las pendientes e intersecciones en funcién del reciproco de la
concentracién de ATP. Las velocidades iniciales se expresan como

A340/m1n ml/50.
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Figura 5. Grafica de dobles reciprocos para Pfk-2 cuando ATP es el
sustrato variable. Las condiciones experimentales fueron las de la
Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria de las
pendientes e intersecciones en funcién del reciproco de la concentra-
cién de fructosa-6-P. Las velocidades iniciales se expresan como

A340/m1n ml/100,
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Figura 6. Grafica de dobles reciprocos para Pfk-2% cuando ATP es el
sustrato variable. Las condiciones experimentales fueron las de la Fig.
1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria de las pendientes e
intersecciones en funcidén del reciproco de la concentraciétn de Ffructo-
sa-6-P. Las velocidades iniciales se expresan como AS&O/min ml/50.
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Figura 7. Grafica de dobles reciprocos para Pfk-2 donde las concentra-
ciones de ATP y fructosa-6-P se variaron en una razdén constante. El1
medio de reaccién es similar al descrito en la Fig. 1. La razdn entre
la concentracién de ATP y fructosa-6-P fue 1,0. La actividad enzimitica
Se expresa como A34O/min ml/20.
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O [ L 1 1 ]
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Figura 8. Grafica de dobles reciprocos para Pfk-2* donde las concentra-
ciones de ATP y fructosa-6-P se variaron en una razdén constante. El
medio de reaccidn fue similar al descrito en la Fig. 1. La razén entre
la concentracién de ATP y fructosa—-6-P fue 1,0. La actividad enzimatica

se expresa como A340/m1n ml/25,




24

Con el objeto de dilucidar el orden de interaccion de los
sustratos y los productos con las enzimas, fue necesario realizar

estudios de inhibicién por los productos de la reaccidn.

3. ESTUDIOS DE INHIBICION POR LOS PRODUCTOS

Generalmente los productos de una reaccidén enzimdtica se
comportan como inhibidores de la reaccidn directa. Estas inhibicio-
nes se pueden analizar en gréaficas de dobles reciprocos por
variaciones en las pendientes e intersecciones de las rectas.
Inhibicién competitiva (C). Sélo se observa variacidn en las
pendientes de las rectas. Este tipo de inhibicidén puede ser
confirmada mediante las transformaciones graficas de Dixon (1/V
en funcién de [} ) (21) y de Cornish-Bowden ([S]/V en funcidn
de [I]) (22). En el primer caso se obtienen rectas que se

intersectan y en’el segundo caso las rectas son paralelas.

Inhibicién no competitiva (NC)}. En este caso se obtienen Iineas
rectas que varian en sus pendientes y en sus intersecciones con

el eje de las ordenadas.

Inhibicién incompetitiva {}). S6lo se observa variacion en las
intersecciones de Jlas rectas con el eje de la ordenada, sin

cambio en las pendientes de las mismas.
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a. Inhibicidn de Pfk-2 por los productos.

Inhibicion por fructosa-1,6-P,
Al estudiar el efecto de la variacion de la concentracién

de fructosa-1,6-P, sobre la velocidad de la reaccidon, a concentra-

2
ciones variables de fructosa-6-P (0,02 a 0,20 mM) y a concentra-
cién fija de ATP (0,10 mM), se obtuvieron Iineas rectas que se
intersectaron en un punto de la ordenada en una grafica de
dobles reciprocos (Figura 9). Este resultado corresponde a una
inhibiciébn de tipo competitivo, la que fue confirmada por las
representaciones grdaficas de  Dixon (Figura 10 A) vy de
Cornish-Bowden (Figura 10 B). Las gré&ficas secundarias de pen-
dientes e intersecciones en funcién de la concentracidn de fructo-
sa--‘l,(é—P2 resultaron ser lineales (recuadro Figura 9). Este experi-
mento se realizé a varias concentraciones de ATP obteniéndose en

tados los casos una inhibicién competitiva. Los valores de Ki se

resumen en la Tabla 4.

Al realizar experimentos similares de inhibicién por fructo-
sa—'l,6—P2, usando ahora ATP como sustrato variable (0,02 a 0,20
mM) vy manteniendo fija la concentraciéon de fructosa-6-P (0,10
mM), se obtuvo la grafica que se muestra en la Figura 11. En
este caso las rectas convergen en un punto por encima de la
abscisa, lo que indica una inhibicién no competitiva. Al usar

fructosa-6-P 0,40 mM la inhibicién también resultd ser no competiti-

va,
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Figura 9. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2 por
fructosa-l,6-P, cuando fructosa-6-P es el sustrato variable. La concen-
tracidn de AT]?" fue 0,10 mM. El medio de reaccidn, en un volumen final
de 0,5 mi, contenia: Tris-HCl 100 mM, pH 8,2, fosfoenclpiruvato 0,2
mM, MgCl, 10 mM, NH Cl1 2 mM, NADH 0,2 mM, 20 pg de piruvatoguinasa y
10 pg de” lactatodeshidrogenasa. El recuadro muestra la gréfica secunda-
ria de las pendientes e interseccicnes en funcidén de la concentracidn
de fructosa-1l,6-P,.. La actividad enzimédtica se expresa como A /min
m1/25. 2 340
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Figura 10. Inhibicién de Pfk-2 por fructosa-1,6-P,. Grafica de Dixon
(A) y grafica de Cornish-Bowden (B) correspondien%e a los resultados
de la Figura 9.
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Tabla 4

CONSTANTES CINETICAS PARA LA INHIBICION DE Pfk-2

POR LOS PRODUCTOS

PRODUCTOS SUSTRATO SUSTRATO F110 K,
VARIABLE {mM) (mM)

FDP Fep ATP 0,10 0,24
0,20 0,17

0,40 0,15

0,80 0,19

FDP ATP FEP 0,10 0,27
0,40 2,03
2,0 a

ADP ATP F6P 0,05 1,0
1,0 0,83

ADP FepP ATP 0,10 3,6

a. No hubo inhibicidén.
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Figura 11. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2
por fructosa-1,6-P,_ cuando ATP es el sustralo variable a una concentra-
cidén subsaturante de fructosa-6-P (0,10 mM}. El medio de reaccidn fue
similar al descrito en la Fig. 9. En el recuadro se muestra la grafica
secundaria de las pendientes e intersecciones en funcién de la concen-
tracién de fructosa~1,6—P2. La actividad enzimadtica se expresa como
A340/min ml/50.
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Cuando la inhibicién por 1“r‘uctosa~-‘l,6—P2 se estudié a una
concentracién saturante de fructosa-6-P {60 wveces el valor de su
K verdadera) y la concentracién de ATP se varié entre 0,008 y

0,08 mM, no se obtuvo inhibicidn (Figura 12).

Las constantes de inhibicién se obtuvieron de las graficas

secundarias (Tabla 4).

Inhibicién por ADP

Cuando se estudié el efecto de la concentracién de ADP
sobre la velocidad de la reaccién usando como sustrato variable
ATP (0,03 a 0,20 mM) a una concentracién fija de fructosa—6-P
(0,05 mM), se obtuvo una inhibicién no competitiva (Figura 13).
La inhibicién fue del mismo tipo cuando el experimento se realizé

a una concentracién de fructosa-6-P de 1,0 mM {no se muestral.

Al estudiar la inhibicién por ADP usando ahora fructosa-6-P
como sustrato variable (0,015 a 0,10 mM) la inhibicién fue no

competitiva (Figura 14}.

b. Inhibicién de Pfk-2* por los productos.

Inhibicién por ADP
La Figura 15 muestra la grafica de dobles reciprocos para

la inhibicién de Pfk-2% por ADP usando ATP como sustrato variable

(0,030-0,20 mM). En este caso las rectas se intersectaron en un
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Figura 12. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2
por fructosa-1,6-P_, cuando ATP es el sustrato variable a una concentra-
cién saturante de fructosa-6-P (2,0 mM). El medio de reaccidén fue
similar al descrito en la Fig. 9. En el recuadro se muestra la gréfica
secundaria de las pendientes e intersecciones en funcién de la concen-
tracibén de fructosa—l,ﬁ—Pz. La actividad enzimadtica se expresa como

A340/m1n ml/100,
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Figura 13. Gr&fica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2
por ADP usando ATP como sustrato variable. La concentracién de fructo-
sa-6-P fue 0,05 mM. El medio de reaccién fue similar al descrito en la
Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria de pendientes
e intersecciones en funcidén de la concentracidén de ATP. La actividad
enzimitica se expresa como A /min ml/50.
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Figura 14. Grafica de dobles reciﬁrocos para la inhibicién de Pfk-2
por ADP usando fructosa-6-P como sustrato variable. La concentracién
de ATP fue 0,10 mM. El medio de reaccién fue similar al descrito en la
Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria de pendientes
e intersecciones en funcidén de la concentracién de ADP. La actividad
enzimatica se expresa como A.,./min ml/50.
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Figura 15. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicidén de Pfk-2*
por ADP cuando ATP es el sustrato variable. La concentracidn de
fructosa-6-P fue 0,05 mM. El medio de reaccidn es similar al descrito
en la. Fig. 1. En el recuadro se muestra la pgrafica secundaria de
pendientes e intersecciones en funcidn de la concentracién de ADP. La
actividad enzimiatica se expresa como A340/min ml/50.



A [ATP), mM

0,026
0,030

0,040

0,050

11V

0,080

! 1 | i
B faTP), mM

0,080
0,050
0,040
0,030
0,026

[Fer] /v

[ADP , mM|

Figura 16. Inhibicién de Pfk-2* por ADP. Grédfica de Dixon (A) ¥y
grifica de Cornish-Bowden (B) correspondiente a los resultados presenta-
dos en la Fig. 15.




punto en el eje de las ordenada, lo que indica una inhibicidn
competitiva. Este resultado fue confirmado mediante las transforma-
ciones gréaficas de Dixon (Figura 16 A) y de Cornish-Bowden
(Figura 16 B). Al efectuar este experimentoc a diferentes concentra-
ciones fijas de fructosa-6-P no se observé cambio en el tipo de
inhibicién (no se muestra). Los valores de Ki se resumen en la

Tabla 5.

Cuando la inhibicién por ADP se estudié usando fructosa-6-P
como sustrato variable (0,02-0,10 mM} a wuna concentracidén fija de
ATP (0,08 mM), la inhibicién resultd ser né competitiva (Figura
17). No se observd inhibicidn cuando la concentracién de ATP fue

aproximadamente 25 veces el valor de su Km verdadera (Figura 18).

inhibicién por fructosa-1,6-P,

Al estudiar la inhibicién de fructosa-1,6-P, con respecto a

2
fructosa-6-P (0,025-0,15 mM} a ATP 0,10 mM (Figura 19) y 1,0 mM
(no se muestra), se obtuve inhibicién no competitiva. Cuando se
usé ATP como sustrato variable (0,014-0,20 mM)} a una concentra-
cién de fructosa-6-P de 0,10 mM, las rectas de las graficas de
dobles reciprocos se intersectaron en el segundo cuadrante, indican-
do una inhibicién no competitiva (Figura 20). Cuando la concentra-
ciébn de fructosa-6-P fue 1,0 mM las rectas resultaron paralelas
(Figura 21}, lo que indica inhibicién incompetitiva. Esto fue

confirmado por las transformaciones graficas de Dixon vy de

Cornish-Bowden (no se muestran).
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Tabla 5

CONSTANTES CINETICAS PARA LA INHIBICION DE Pfk-2%

POR LOS PRODUCTOS

PRODUCTOS SUSTRATO SUSTRATO F1JO K,
VARIABLE (mM) (mM)

ADP ATP F6P 0,10 0,37
0,50 0,26

. 1,0 0,37

ADP F6P ATP 0,08 41
1,0 a

FDP F6P ATP 0,10 0,22
FDP ATP F6P 0,10 0,44

1,0

No hubo inhibicidn.
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Figura 17. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2%
por ADP cuando fructosa-6-P es el sustrate variable a una concentracidn
subsaturante de ATP (0,08 mM). E£1 medio de reaccién fue similar al
descrito en la Fig.l. En el recuadro se muestra la grifica secundaria
de pendientes e intersecciones en funcidén de la concentracidn de ADP.
La actividad enzimatica se expresa como A /min ml1/25.

340

38




39

f
N [ADP], mM
o o
o da _ o o
4 g A 08
» op
.g ] 0 g
Taa VT2 g 6 -
o_ (7]
0 : 0 4r
o 04 08
[ADP], mM
2"_
1 )] } ] } t
0 20 40 60

I/[Frucfosc]— 6-P],mM™

Figura 18. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2%
por ADP cuando fructosa-6-P ez el sustrato variable a una concentracién
saturante de ATP (1,0 mM). El medioc de reaccidén fue similar al
descrito en la Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria
de pendientes e intersecciones en funcidn de la concentracidén de ADP.
La actividad enzimidtica se expresa como A. . ./min ml/25.
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Figura 19. Gra&fica de dobles reciprocos para inhibicién de Pfk-2* por
fructosa-1,6-P, cuando fructosa-6-P es el sustrato variable. La concen-
tracidn de A%% fue 0,10 mM. El1 medio de reacciédn fue similar al
descrito en la Fig. 9. En el recuadro se nuestra la grafica secundaria
de pendientes e intersecciones en funcién de la concentracién de
fructosa—l,suPa. La actividad enzimdtica se expresa como A340/min ml/50.
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Figura 20. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2*
por fructosa-1,6-P. cuando ATP es el sustrato variable a una concentra-
cién subsaturante de fructosa-6-P (0,10 mM). El medio de reaccidén fue
gimilar al descrito en la Fig. 9. En el recuadro se muestra la grafica
secundaria de pendientes e intersecciones en funcién de la concentra-
cién de fructosa—l,B—Pz. La actividad enzimdtica se expresa como

A340/m1n ml/20.
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Figura 21. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2%
por fructosa-1,6-P_ cuando ATP es el sustrato variable a una concentra-
cidén saturante deé fructosa—-6-P (1,0 mM). El medio de reaccidén fue
similar al descrito en la Fig. 9. En el recuadro se muestra la gréfica
secundaria de pendientes e intersecciones en funcién de la concentra-
cion de fructosa—l,B-Pz. La actividad enzimitica se expresa como
A34O/min ml/501
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Para Pfk-2 y Pfk-2%* las grdficas secundarias de pendientes
e intersecciones obtenidas de los experimentos de inhibicién por

producto {recuadro de las respectivas figuras}, resultaron lineales.

4. ESTUDIOS DE INHIBICION POR ANALOGOS DE LOS SUSTRATOS

Estos compuestos no son sustratos de la enzima y habitual-
mente tienen estructuras semejantes a ellos, pudiendo fermar comple-
jos reversibles con una o mds formas de enzima, los que se.
denominan complejos de punto muerto. Los estudios de inhibicidén
por andlogos de los sustratos permiten distinguir entre un mecanis-
mo en secuencia ordenada y uno en secuencia al azar vy per‘miter{
incluso averiguar el orden de entrada de los sustratos en el caso

de un mecanismo en secuencia ordenada {(25).

Se usé AMP-PNP (adenililimidodifosfato) (26) como andlogo
de ATP para Pfk-2 y Pfk-2* (ver esquema 1). Como a'nélogo de
fructosa-6-P se usdé ribosa-5-P en el caso de Pfk-2 y sorbitol-6-P
en el caso de Pfk-2* {(ver esquema 2). No se detecté actividad
enzimdtica con ninguno de estos compuestos al usarlos como sustra-

tos a concentraciones de 1 mM y 10 mM.




Esquema 1

ANALOGO DE ATP PARA

Ve
o
w~c-Ny
L
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o] O A H
H H
HO OH

Adenosin trifosfato
{ATP)

PFK 2 Y PFK 2%

X
O
Irx

Adenililimidodifosfato
(AMP-PNP)
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Esquema 2

ANALOGOS DE FRUCTOSA-6-P PARA PFK-2 Y pEK-2¥

CH,OH CH,OH
CHO é=o H-C-OH
H—(::—OH HO-C::-H HO-C::-H ‘
,H-rls -OH H-C-OH H—(|:—OH
H-C-OH H-C-OH H-C-OH
Ha —é—opo;" H,-t':—OPo;’ Hz—(l.‘.—opo;?‘

Ribosa-5-P Fructosa-6-P Sorbitol-6-P

-
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a. Inhibicion de Pfk-2 por los andlogos

Inhibicién por AMP-PNP

Al estudiar ta inhibicién por AMP-PNP usando como sustrato
variable ATP (0,01 a 0,08 mM) a fructosa-6-P 0,10 mM, las rectas
de las gréaficas de dobles reciprocos se intersectaron en un punto
en la lordenada, caracteristica de una inhibicién competitiva (Figu-
ra 22). Este tipo de inhibicién se confirmdé al hacer las transforma-
ciones graficas de Dixon y Cornish-Bowden con los datos obteni-
dos: Cuando fructosa-6-P fue el sustrato variable (0,08 a 0,10
mM) y la concentracién de ATP se mantuvo constante (0,10 mM),
la inhibicién fue incompetitiva (Figura 23).
Inhibicién por ribosa-5-P

Ribosa-5-P resulté ser inhibidor competitivo de fructosa-6-P
(Figura 24) cuando la concentracién de éste se varié entre 0,02 y
0,10 mM, a una concentracién fija de ATP (0,10 mM). Nuevamente
las transformaciones gréficas de Dixon y de Cornish-Bowden de los

datos experimentales apoyan este tipo de inhibicién.

En un experimento similar la inhibicién fue de tipo no
competitivo cuando se usd ATP como sustrato variable (0,014 a

0,16 mM) a una concentracién constante de fructosa-6-P (0,05 mM)

(Figura 25).
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Figura 22. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicifn de Pfk-2
por AMP-PNP cuando ATP es el sustrato variable. La concentracién de
fructosa-6-P fue 0,10 mM. El medio de reaccién fue similar al descrito
en la Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria de
pendientes e intersecciones en funcidén de la concentracién de AMP-PNP.
La actividad enzimitica se expreésa como A340/min ml/20.
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Figura 23. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2
por AMP-PNP cuando fructosa-6-P es el sustrato variable. La concentra-
cién ATP fue 0,10 mM. El medio de reaccidén fue similar al descrito en
la Fig. 1. En el recuadro se muestra la griafica secundaria de pendien-
tes e interseccicnes en funcion de la concentracidén de AMP-PNP. La
actividad enzimiAtica se expresa como A /min ml/20.
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Gr&afica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2
por ribosa-5-P cuando fructosa-6-P es el sustrato variable. La concen-
tracién de ATP fue 0,10 mM. El medio de reaccidon fue similar al
descrito en la Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria
de pendientes e intersecciones en funcidén de la concentracién de
ribosa-5-P. La actividad enzimdtica se expresa como A340/min ml/50.

49




12 s ]/\/ Ribosa-5-F, mM
3 12 128
2 443
w 8( / @
3 0 P
S | a E 8,6
‘g o
& 4 12%
- 449
0 1 1 1 O
o 4 B 12 0
Ribesa-5-FAmM

1 ] 1 1
O 20 40 60 80

i/IATH,mM™

Figura 25. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicidén de Pfk-2
por ribosa-5-P cuando ATP es el sustrato variable. La concentracidén de
fructosa-6~-P fue 0,05 mM. El medio de reaccidn fue similar al descrito
en la Fig. 1. En el recuadro se muestra la gradfica secundaria de
pendientes e intersecciones en funcién de la concentracidn de ribo-
gsa-5-P. La actividad enzimidtica se expresa como A340/min ml/50.
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Las constantes para la inhibiciéon de Pfk-2 por AMP-PNP vy

ribosa-5-P se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6
CONSTANTES CINETICAS PARA LA [NHIBICION DE Pik-2

POR ANALOGOS DE LOS SUSTRATOS

ANAL OGO SUSTRATO SUSTRATO F1JO K,
VARIABLE (mM) (mM)

AMP-PNP ATP F6P 0,10 0,25

AMP~PNP FéP ATP 0,10

Ribosa-5-P Fep ATP 0,10 5,3

Ribosa-5-P ATP F6P 0,05 11,0

b. Inhibicién de Pfk-2* por los andlogos

Inhibicién por AMP-PNP

Como se rmuestra en la Figura 26, AMP-PNP resultd ser un
inhibidor competitive cuando se usd ATP como sustrato variable
(0,026 a 0,20 mM) a una concentracién de fructosa-6-P de 0,10
mM. Este resultado se confirmé mediante las transformaciones grafi-
cas de Dixon y de Cornish-Bowden. Cuando se usbé fructosa-6-P
como sustrato variable (0,02 a 0,10 mM) a ATP 0,10 mM, las

rectas de las graficas de dobles reciprocos se intersectaron en el
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Figura 26. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2%
por AMP-PNP cuando ATP es el sustrato variable., La concentracién’ de
fructosa-6-P fue 0,10 mM. El medio de reaccidén fue similar al descrito
en la Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria de
pendientes e intersecciones en funcién de la concentraciédn de AMP-PNP.
La actividad enzimatica se expresa como A340/min ml/50.
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Fipura 27. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2%
por AMP-PNP cuando fructosa-6-P es el sustrato variable., La concentra-
cién de ATP fue 0,10 mM. El medio de reaccidén fue similar al descrito
en la Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria de
pendientes e intersecciones en funcién de la concentracién de AMP-PNP.
La actividad enzimética se expresa como A340/min ml/50.
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segundo cuadrante (Figura 27), indicando una inhibicién no competi-

tiva.

Inhibicién por sorbitol-6-P

La inhibicién por sorbitol-6-P de Pfk-2% al usar fructosa-6-P
como sustrato variable (0,02 a 0,10 mM) a ATP 0,10 mM, resultd
ser competitiva (Figura 28). Este tipo de inhibicién se confirmd
mediante las transformaciones graficas de Dixon y de Cornish-
Bowden. Al realizar un experimento similar variando ATP (0,03 a
0,20 mM) a una concentracién constante de fructosa-6-P (0,05 mM)
se obtuvieron rectas paralelas en una grdfica de dobles recfpr‘ocos_
(Figura 29), lo que indica una inhibicién incompetitiva. Las
constantes de inhibicién de Pfk-2* por los andlogos de los sustra-

tos se resumen en la Tabla 7.

Como se muestra en cada figura, las gréficas secundarias

de pendientes e intersecciones de los estudios de inhibicién por

andlogos de los sustratos, fueron lineales.
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Figura 28. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicién de Pfk-2%
por sorbitol-6-P cuando fructosa-6-P es el sustrato variable. La concen-
tracién de ATP fue 0,10 mM. El medio de reaccién fue similar al
descrito en la Fig. 1. En el recuadro se muestra la gréafica secundaria
de pendientes e intersecciocnes en funcién de la concentracién de
sorbitol-6-P. La actividad enzimitica se expresa como A34O/min ml/50.
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Figura 29. Grafica de dobles reciprocos para la inhibicidn de Pfk-2%
por sorbitol-6-P cuando ATP es el sustrato variable. La concentracién
de fructosa—6-P fue 0,05 mM. El medio de reaccién fue similar al
descrito en la Fig. 1. En el recuadro se muestra la grafica secundaria
de pendientes e intersecciones en funcién de la concentracién de sorbi-
t0l-6-P. La actividad enzimitica se expresa como A340/min ml/50.
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CONSTANTES CINETICAS PARA LA

Tabla 7

POR ANALOGOS DE LOS SUSTRATOS

INHIBICION DE Pfk-2%

ANALOGO SUSTRATO SUSTRATO FLJO K;

VARIABLE (mM) {mM}
AMP-PNP ATP FeP 0,10 0,24
AMP-PNP Fep ATP 0,10 0,65
sorbitol-6-P FeP ATP 0,10 1,9
sorbitol-6-P ATP FeP 0,05
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C. DISCUSION

La mutacién pfkB10 estd probablemente ubicada en el gen
estructural de Pfk-2 y genera la mutante Pfk-2* (9-12). Las
enzimas difieren en su estabilidad en preparaciones crudas vy
purificadas y en su movilidad cromatografica en diversos sistemas
{azul de Cibacron Sepharose, hidroxilapatita, DEAE-celulosa y AMP-
Agarose). Las enzimas poseen movilidades electroforéticas similares
en geles de poliacrilamida en presencia de dodeciisulfato de sodio
{(27), lo cual indica que sus subunidades no presentan grandes
diferencias en masa molecular. Cepas que carecen de la fosfofructo-
quinasa principal de E. coli, Pfk-1, y que tienen niveles altos de
Pfk-2% crecen lentamente en susiratos gluconeogénicos. Sin embar‘go,.
cepas Iisogénicas con altos niveles de Pfk-2 no presentan este
comportamiento. Se han considerado varias explicaciones para esta
disminucién del crecimiento, basado en las propiedades de las
fosfofructoquinasas de ambas cepas y en la accién posible de

algunos efectores de la actividad enzimdtica (11).

Los resultados presentados en esta tesis demuesiran que
Pik-2 vy Pfk-2* tienen mecanismos cinéticos diferentes. Estos mecanis-

mos se presentan en los siguientes esquemas:
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F&6P ATP ADP FDP
Pfk-2: + + + +
E E-F6P (E-FGP-ATP) E-FDP E
ATP F6P FDP ADP
Pfk-2%: + + + +
E E-ATP (E-ATP-F6P) E-ADP E

Estudios en Velocidad Inicial

Estudios en wveloclidad inicial dieron como resultade lineas
convergentes en graficas de dobles reciprocos para Pfk-2 y Pfk-2%,
lo cual indica que ambas enzimas presentan un mecanisme en
secuencia. En el caso de un mecanismo Ping-Pong, las Iineas

deberian ser paralelas.

Ef mecanismo en secuencia se confirmd al obtener una
pardbola en una gréfica del reciproco de la velocidad con respecto
al reciproco de la concentracién de sustrato, al variar la concentra-
ciébn de ATP vy fructosa-6-P en una razén constante (26). Si el

mecanismo fuese Ping-Pong se habria obtenido una recta.

Inhibicidn por los Productos

Con el objeto de determinar el orden de interaccion de los
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sustratos vy los productos con las enzimas se realizaron estudios
cinéticos de inhibicion por los productos de la reaccidn. Los

resultados obtenidos para Pfk-2 se resumen en la Tabla 8,

Tabla 8

INHIBICION DE Pfk-2 POR LOS PRODUCTOS

PRODUCTO SUSTRATO SUSTRATO TIPO DE
VARIABLE FllJo INHIBICION
FDP F6P ATP (subsaturante) c
ATP (saturante) C
ATP F6P (subsaturante) NC

F6P (saturante)

ADP FepP ATP (subsaturante) NC
ATP F6P {subsaturante) NC
F6P (saturante) , NC

a., No hubo inhibicidn.

Los tipos de inhibicién obtenidos concuerdan con un mecanis—
mo cinético, en el que fructosa-6-P es el primer sustrato que se
adiciona a la enzima vy fr‘uctosa—1,6—P2 es el dGltimo producto que

se libera (Esquema 3).
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Esquema 3

MECANISMO CINETICO DE Pfk-2

F6P ATP ADP FDP
Pfk—2: ¥ ¥ + 4
E E-F6P {(E-F6P-ATP) E-~FDP E

La dnica inhibicion competitiva que se obtiene es la de
fructosa—1,6—P2 con respecto a fructosa-6-P a diferentes concentracio-
nes fijas de ATP, y en todos los casos los wvalores de Ki son

similares.

De acuerde al mecanismo propuesto no deberia obtenerse
inhibicién del UGltimo producto que se libera de la enzima con
respecto al segundeo sustrato cuando se usan concentraciones satu-
rantes del primer sustrato. Este resultado es el que se obtuvo
cuande se estudié la inhibicién de fructosa—I,G-—P2 con respecto a
ATP a una concentracién de fructosa-6-P de 2,0 mM y apoya el

mecanismo sugerido anteriormente para Pfk-2.

Se descarta la posibilidad que el mecanismo cinético para
Pfk-2 sea al azar en equilibrio rdpido, ya que en este caso se
deberia obtener inhibicién de tipo competitivo de cada producto en
relaciéon a cada uno de los sustratos. También se podrfa descartar

un mecanismo cinético al azar en estado estacionario, ya que en
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este caso solo se esperarian inhibiciones de tipo no competitivo.
Asi mismo se descarta la posible formacion de los complejos de
punto muerto (E-F6P-ADP) y (E-FDP-ATP} vya que las gréaficas

secundarias para la inhibicién por los productos resultaron lineales.
Los resultados de inhibiciéon de Pfk-2*¥ por los productos se

resumen en la Tabla 9.

Tabla 9

INHIBICION DE Pfk-2¥ POR LOS PRODUCTOS

PRODUCTO SUSTRATO SUSTRATO TIPO DE
VARIABLE FlJO INHIBICION
ADP ATP F6P (subsatur‘antq) Cc
F6P (saturante) - C
F&P ATP (subsaturante) NC
ATP (saturante) ___a
FDP ATP F6P (subsaturante) NC
F6P (saturante) !
FeP ATP (subsaturante) NC
ATP (saturante) NC

a. No hube inhibicién.

b. C, competitiva; NC, no competitiva e |, incompetitiva
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En este caso, la Gnica inhibicion competitiva es la de ADP
con respecto a ATP, obteniéndose el mismo resultade a distintas
concentraciones de fructosa-6-P. Estos resultados concuerdan con
un mecanismo cinético en el que ATP es el primer sustrato que se
adiciona a la enzima y ADP es el ditimo productc que se libera

(Esquema 4)

Esquema 4

MECANISMO CINETICO DE Pik-2%

ATP F6P FDP ADP
Pfl-2%: ¥ + 4 +
E E-ATP  (E-ATP-F6P) E-ADP E

Ern forma similar a lo observado con Pfk-2, para Pfk-2*%* no
se observa Inhibicién del UGltime producto que se libera (ADP) con
respecto al! segundo sustrato que se adiciona a la enzima (fructo-

sa-6-P), a concentraciones saturantes del primer sustrato (ATP).

Por las mismas razones dadas para Pfk-2 se pueden descar-
tar, en el caso de Pfk-2¥*, los mecanismos cinéticos al azar en
equilibrio rdpido y al azar en estado estacionario, tanto como la
formacién de los complejos de punto muerto (E-ATP-FDP) v

(E~ADP-F6P ).
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Si el mecanismo cinético propuesto para Pfk-2%¥ es correcto
(Esquema 4), se deberfa esperar un cambio en el tipo de inhibi-
cién, de no competitive a incompetitivo, cuande se estudia la
inhibicién del primer producto que se libera (fr‘uctosa—‘l,S—Pz) con
respecto al primer sustrato que se adiciona (ATP) a concentraciones
saturantes del segundo sustrato (28). Este cambio en el tipo de
inhibiciébn es el que se observa al aumentar la concentracidén de

fructosa-6-P desde 0,10 a 1,0 mM (Figura 19 y Figura 20).

Inhibicién por Andlogos de los Sustratos

Para confirmar los mecanismos propuestos para Pik-2 vy
Pflk-2%¥ se relizaron estudios cinéticos de inhibicién por andlogos
de los sustratos. Estos resultados se resumen en las Tablas 10 vy
11 para Pfk-2 y Pfk-2% respectivamente.

Los tipos de Iinhibiciéon obtenidos por los- andlogos de los
sustratos, ribosa-5-P y AMP-PNP, para el caso de Pfk-2 y sorbi-
tol-6-P y AMP-PNP, para el caso de Pfk-2*, confirman los mecanis-
mos propuestos para ambas enzimas. Asi, para un mecanismo
cindtico Bi-Bi en secuencia ordenada se espera que el andlogo del
segundo sustrato que se adiciona a la enzima presente una

inhibicién de tipo incompetitivo con respecto al primer sustrato.

Para el caso de Pfk-2 la inhibicién es de tipo incompetitivo

cuando se usa AMP-PNP como andlogo de ATP y fructosa-6-P como
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Tabla 10

INHIBICION DE Pfk-2 POR ANALOGOS DE LOS SUSTRATOS

ANALOGO SUSTRATO SUSTRATO® TIPO DE
VARIABLE F1JO INHIBIC1ON
AMP-PNP ATP F6P C
AMP-PNP F6P ATP ]
Ribosa-5-P F6P ATP C
Ribosa-5-P ATP FéP NC

a. Concentraciéon subsaturante.

Tabla 11

INHIBICION DE Pfk-2%* POR ANALOGOS DE LOS SUSTRATOS

ANAL OGO SUSTRATO SUSTRATO® TIPO DE
VARIABLE FlLJO [NHIBICION
AMP-PNP ATP F6P C
AMP-PNP F6P ATP NC
Sorbitol-6-P F6P ATP c
Sorbitol-6-P ATP F6P !

a. Concentracién subsaturante
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sustrato variable (Figura 23), mientras que en el caso de Pfk-2%
la inhibicién de tipo incompetitivo se obtiene cuandec se usa
sorbitol-6-P como andlogo de fructosa-6-P y ATP como sustrato

variable (Figura 29)}.

La accidon de los andlogos AMP-PNP y sorbitol-6-P se puede

visualizar en los esquemas 5 y 6.

Esquema 5

INHIBICION DE Pfk-2 POR AMP-PNP

Fép ATP ADP FDP
Pfk-2: 4 ¥ + +
E E-F6P (E~-F6P-ATP) E-FDP E

+ AMP-PNP

(E-F6P-AMP-PNP)

En el caso de Pfk-2, AMP-PNP es inhibidor competitivo de ATP
ya que ambos compuestos se unen a la misma especie enzimdtica,
el complejo (E-F6P). El efecto del inhibidor se puede explicar por

la siguiente ecuacidén:

/v = Kb/vmax (]+Kia/ [A] + [[]/Ki) 1/[B] + 1/Vmax (1 + Ka/[A])
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Cuando B es el sustrato variable, la ecuacidén describe la inhibi-
cién competitiva; Ki es la constante de disociacidon del complejo de
punto muerto (E-F6P-AMP-PNP)}, Ka la constante de Michaelis para
el primer sustrato que se adiciona a la enzima, Kb la constante
de Michaelis para el otro sustrato y Kia la constante de discocia-
cidén del complejo (E-F6P-ATP) (28). De acuerdec a la ecuacién
anterior se observa que solo la pendiente de la recta es afectada

por el inhibidor.

Cuando se estudia la inhibicién de AMP-PNP con respecto al
primer sustrato que se adiciona a l!a enzima (F6P), a una
concentracién subsaturante de ATP, se obtiene una serie de Ifneas
rectas paralelas en gréficas de dobles reciprocos, lo que indica
inhibicién incompetitiva (Figura 23). De acuerdo a la siguiente
ecuacidn (28), no deberia observarse variaciones en las pendientes
de las rectas, ya que el inhibidor no afecta la unién del primer

.

sustrato (F6P) a la enzima.

1/v = Ka/Vmax (1 + K. g Kb/Ka B} 1/[A] + 1/Vmax (1 + Kb/[-B]

+ Ky [1/K, 18] )

La misma explicacién es vdlida para el inhibidor sorbitol-6-P
en el caso de Pfk-2* como se indica en el esquema 6, de donde se
desprende que sorbitol-6-P no debe afectar la unién de ATP a la

enzima.
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Esquema 6

INHIBICION DE Pfk-2*¥ POR SORBITOL~6-P

ATP F6P FDP ADP
Pfk-2%: ¥ ¥ + N
E  E-ATP (E-ATP-F6P)  E-ADP E

< sorbitol-6-P

(E~-ATP-sorbitol-6-P)

Tanto en el caso de Pfk-2 como en el de Pfk-2¥ se obtiene
inhibicién incompetitiva al estudiar la inhibicién por andlogos del
sequndo sustrate que se adiciona a Jla enzima con respecto al
primero, confirmando los mecanismos cinéticos sugeridos por estu-

dios de inhibicidn por productos para ambas enzimas.

Se descarta un mecanismo cinétice Bi-Bi al azar en equilibrio
rdpide ya que en este caso se espera ‘obtener‘ inhibicién no
competitiva cuando el Inhibidor no es andlogo del sustrato que se
varia e inhibicién competitiva cuando el inhibidor es andlogo del

sustrato que se varia.

Se ha estudiado el mecanismo cinético de las fosfofructequina-
sas obtenidas de fuentes tales como bacterias, levaduras y mamife-
ros (1,2). En la mayoria de los casos la enzima presenta una
cinética de saturacion sigmoidal con respecto a fructosa-6-P e
inhibicién por ATP (3). Para eliminar los problemas derivados de

la cinética no Michaeliana y de la inhibicién por ATP, se ha
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estudiado el mecanismo clinético de fosfofructoquinasas no alostéri-
cas (29,30), se ha cambiado el pH de la mezcla de reaccidn
(15,16)), se ha usado ITP en vez de ATP como sustrato {(13) vy

también se ha estudiado la reaccién reversa (31).

En el caso de Pfk-2 y Pfk-2* a las concentraciones subsaturan—
tes de sustratos usados, las enzimas no presentan inhibicién por
ATP y presentan cinética de saturacién hiperbélica con respecto a
fructosa-6-P y ATP. Por lo tanto sus mecanismos fueron estudiados

por medio de los protocolos habituales para una cinética cldsica.

Se han propuesto varios mecanismos para las diferentes fosfo—
fructoquinasas estudiadas y adn mecanismos contradictorios par'a‘
la enzima de la misma fuente (15,16). En los casos de las enzimas
de misculo de conejo (13), corazén de buey (32), levadura (33),

Dictyostelium discoideum (29), mdsculo esquelético humano y eritroci-

to humano (34), higado de ternera (35) y Flavobacterium thermo-

philium (36) y corazén de oveja (31) se han descrito I[iheas
paralelas en grédficas de dobles reciprocos, sin embargo este tipo
de resultado no es una prueba concluyente para determinar si el
mecanismo cinético es de tipo Ping-Pong. En el caso de un

mecanismo en secuencia ordenada la ecuaclén de velocidad es (28):

v = Vmax[Al[B] / Kia K+ Kb{A] + Ka[B] +[A [B]

b
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Cuando el término Kia del denominador es mucho mds pequefio
que Ka’ la ecuacion de velocidad se transforma en la correspondien-

te a un mecanismo de tipo Ping-Pong:

v = Vmax[A] [B] / K LAT + K] B] +[A][ B}

Por otro lado, el uso de sustratos alternativos ha complicado
el estudio del mecanismo cinético. Asi, para la enzima de muisculo
de conejo se obtienen Iineas paralelas cuande se usan como
sustratos fructosa-6-P e ITP y Iineas convergentes cuando se usa
fructosa-1-P y ATP (13-14). Por otra parte para la enzima de la
misma fuente Bar-Tana y Cleland al wusar ATP, UTP y GTP
obtuvieron Iineas aparentemente paralelas (37); en cambio, al
usar ITP o CTP obtuvieron Iineas que se intersectan. En el (ltimo
caso, los wvalores de Kia obtenidos fueron mucho mayores que los
valores de Km’ lo que facilita la deteccion de convergencia de las

Y

rectas obtenidas de los estudios en velocidad inicial.

El mecanismo cinético de Pfk-2 propuesto en este trabajo es el
mismo que se ha descrito para la fosfofructoquinasa no alostérica

de Lactobacillus plantarum (30} vy para la enzima de higado de

rata (38). Este mecanismo concuerda con el sugerido por Kotlarz vy
Buc (39) basado en estudios de sitios de unién mediante experimen-
tos de didlisis al equilibrio. Estos investigadores encontraron que

ATP no se une a la enzima en ausencia de fructosa-6-P. Por otro
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lado, el mecanismo cinético de Pfk-2*¥ es igual al descrito para

Pfk—-1 de Escherichia coli (40).

Hasta el momento no se ha descrito un caso similar al de este
trabajo, en el cual la alteracidén estructural de una enzima,
provocada por una mutacién, se traduce en un cambioc en el
mecanismo cinético. Serd necesario conocer la estructura primaria
y tridimensional de ambas fosfofructoquinasas para determinar los
cambios en la estructura que afectan los sitios de unién de los

sustratos.
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