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RESUMEN

La glucoquinasa (ATP:D-glucosa-6-fosfotransferasa EC )0 [ [ S
una de las cuatro isoenzimas fosforilantes de glucosa presentes en el
hfgado de rata, fue purificada parcialmente. Una etapa importante fue
la cromatografia de afinidad con Sepharose-6-amino-hexanoil-2-amino-2-
desoxiglucopiranosa, mediante la cual se elimind la N-acetilglucosamina=
quinasa. El comportamiento cinético de la glucoquinasa de esta prepara-
cidn (actividad especifica 36 U/mg de proteina) con 2-desoxiglucosa
(dG1c) como sustrato glucfdico, fue similar al de la enzima proveniente
de Sephadex G-100 (actividad especifica 2 U/mg de proteina). Sin embar
go, la enzima de esta Gltima preparacidn era mis estable y se prefirid
para realizar la mayorfa de los estudios presentados en esta tesis.

La glucoquinasa es una enzima monomérica que presenta cinética
sigmoidea para glucosa y manosa; la sigmoidicidad desaparece a bajas
concentraciones de MgATP. Sin embargo, con dGlc la cinética es hiper-
bdlica en un amplio rango de concentraciones de dGlc (0,1 a 9 veces Km)
y de MgATP (0,5 a 40 veces Km). Los valores de K para dGlc y MgATP
fueron 19,2 + 2,3 mM y 0,56 + 0,05 mM respectivamente, En vista de la
conducta cinética con 2-desoxiglucosa, se estudié el mecanismo cinético

de la glucoquinasa con este sustrato.

Los gr&ficos primarios de dobles recfprocos (1/v en funcién de

1/5) y de S/v en funcién de S, como asimismo los grdficos secundarios,
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fueron lineales para ambos sustratos en un rango de concentraciones de
1 a 9 veces Km para el azlcar y 0,5 a 6,5 veces Km para el nucledtido.
En ambos graficos primarios las lineas se intersectaron en un punto a
la izquierda de la ordenada, indicando una adicién consecutiva de los
sustratos a la enzima. Cuando se usd una razén constante de concentra-
cidn de ambos sustratos y se hizo el gréfico de dobles reciprocos con
respecto a cualquiera de ellos, se obtuvo una parabola, lo que apoyd el
mecanismo en secuencia. La velocidad mdxima con dGlc fue 73% de la ob-
tenida con glucosa (Glc).

Para conocer el orden de interaccidon de los sustratos con la en-
zima se usaron los inhibidores de punto muerto N-acetilglucosamina
(G1cNAc) y AMP. GlcNAc, inhibidor competitivo de dGlc (Ki = 0.63 + 0,04
mM), se comportd como inhibidor mixto respecto a MgATP en un amplio ran
go de concentraciones de ambos sustratos., Por otro lado, AMP un inhibi-
dor competitivo respecto a MgATP (Ki= 10,56 + 0,52 mM), fue incompetiti-
vo respecto a dGlc en presencia de MgATP 0,41 mM. Estas observaciones
son compatibles con un mecanismo ordenado en el cual dGlc es el primer
sustrato. Sin embargo, la inhibicion de AMP respecto a dGlc cambid de
cardcter cuando la concentracién de MgATP fue aumentada por encima de
su Km' Asi, con MgATP 1,2 y 3,6 mM la inhibicién fue claramente mixta.
El conjunto de resultados podria ser compatible con un mecanismo al a-
zar, donde ocurriria un flujo principal con dGlc como primer sustrato

y solo al aumentar el nucleétido se harfa reconocible la via, en la que

20




MgATP pasaria a ser el primer sustrato. Una explicacidn alternativa,
que no hemos encontrado descrita, puede ofrecerse para el cambio del ti
po de inhibicién por AMP. El AMP se unirfa a la enzima libre, a pesar
de la operacidn de un mecanismo ordenado estricto, con dGlc como primer
sustrato. De este modo AMP competiria tanto con ATP como con dGlc.

Los estudios de inhibicidn por el producto 2-desoxiglucosa=-6-
fosfato no fueron posiblesdebido a su baja afinidad por la enzima. EI
producto MgADP mostrd inhibicidon no competitiva pura respecto a MgATP
e inhibicidn mixta, con un considerable componente competitivo, respec-
to a dGlc. Esto sugiere que ADP es el Gltimo producto en un mecanismo
ordenado, o uno de los productos en un mecanismo al azar en equilibrio
répido, con formacidén de complejo de punto muerto.

Con el propdsito de apoyar los resultados cinéticos se hicieron
estudios de proteccidon contra la inactivacidn de la enzima por modifica-
cidon quimica por medio de sustratos, productos y andlogos. La cinética
de la inactivacidén por fotooxidacidon de la glucoquinasa mds purificada
fue bifasica, con una k! (constante de inactivacién de seudo-

i correg.
primer-orden de la primera fase,corregida por la segunda fase) de 0,1k
min—]. ATP y MgATP, pero no glucosa, protegieron a la enzima de la fo-
tooxidacién. En esta misma preparacidon se observé que, en ausencia de
protectores de tioles, se perdia espontdneamente la actividad glucoqui-
ndsica. Esta inactivacidn era dependiente de la concentracién de pro-

tefnas y, por ser revertida por DTT, se interpreta como consecuencia de
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la formacidén de puentes de disdlfuros intramoleculares.

En la modificacion con DTNB se utilizé la glucoquinasa de activi
dad especifica de 2 U/mg de proteina, por su mayor estabilidad en ausen
cia de protectores de tioles. La cinética de inactivacidén era multifa-
sica y cada fase segufa una cinética de seudo-primer-orden. La primera
fase era responsable de un 70 a 80% de pérdida de la actividad en 1 - 3
min. La reactivacidon completa por DTT sefiala que la reaccién de modifi
cacién se producia mediante la oxidacién de los grupos sulfhidrilos a
disldlfuros. La linearidad del grdfico de Arrhenius en un rango de 0°a
30° sugiere que una poblacidn homogénea de grupos tioles es responsable
de la primera fase de la inactivacién.

El caracter saturable de la inactivacidon de la glucoquinasa se
mostrd por la linearidad del grdfico de dobles reciprocos de k: en fun
cidn de la concentracién de DTNB. La reaccién puede entonces ser des-

crita como sigue:

k complejo k
enzima + DTNB g—— enzima-DTNB —— enzima modificada + TNB
k

=4

Durante el almacenamiento de la enzima se observé una inactiva-
cidén de la glucoquinasa y una pérdida de la susceptibilidad a DTNB. La
pérdida de la susceptibilidad al DTNB precedia a la inactivacidn, la cual
comenzaba aparentemente cuando k: alcanzaba un valor cero. La sufcepti

bilidad al DTNB y la actividad catalitica eran parcialmente recuperadas
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al incubar la enzima con DTT. Estos resultados sugieren que la pérdida
de reactividad hacia DTNB es debida a la formacién de enlaces disdlfuros
intramoleculares en el sitio reaccionante, probablemente por oxidacién
con el oxigeno atmosférico. La disociacién entre la actividad cataliti
ca y la susceptibilidad a reaccionar con DTNB, indica que los grupos tio
les comprometidos en la primera fase de inactivacién no participan direc
tamente en la funcidn catalitica. No obstante, ellos serfan importantes
para estabilizar una estructura cataliticamente activa., El efecto pro-
tector ejercido por diversos ligandos se interpreta por esto como la al
teracidn de una cierta conformacién que impedirfa la formacién del com-
plejo enzima-DTNB o la subsecuente formacién del disdlfuro mixto enzima-
TNB.

Los experimentos de proteccién por sustratos, productos y otros
ligandos, permitieron calcular las constantes de disociacidn aparentes

(K ) de los complejos enzima-ligandos. AsfT para Glc, dGlc y ADP,

D app
se obtuvieron valores de 2,53 mM, 28,94 mM y 3,10 mM, respectivamente

a una concentracion de DTNB de 2x10-3 mM. A diferencia de los otros 1i
gandos, el AMP tuvo un efecto protector no lineal, por lo cual no se cal
culdé la constante de disociacién. Glucosa-6-fosfato 100 mM, aumentd le
vemente la inactivacion por DTNB. ATP y MgATP a concentraciones saturan
tes tenfan un pequefio, pero reproducible efecto protector (alrededor de

10%) . Experimentos en que se estudid la accidn simultdnea de ADP o AMP

g + - 3 »
con ATP, en ausencia de Mg2 , mostraron que el nucleésido-trifosfato no




influfa en la proteccidén por ADP o AMP, lo que sugiere que no actidan de

igual manera. Parece que el glucosa-6-fosfato también interactda con la
enzima, pues provoca un pequefio aumento (20%) de la velocidad de inacti

vacion por DTNB. Si se acepta que la proteccidén por los ligandos estu-

diados corresponde a una interaccién en el sitio catalitico de la enzima,
la eficiente proteccidn por los sustratos glucidicos y ADP sugiere la o-
peracidn de un mecanismo cinético ordenado, donde los aziicares actuarfan
como primer sustrato y ADP como Gltimo producto. Sin embargo, si los e-
fectos de MgATP o ATP solo y de glucosa-6-fosfato son considerados, to-

dos los resultados serfan compatibles con la operacién de un mecanismo

al azar con una ruta preferencial, donde dGlc serfa el primer sustrato.
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ABSTRACT

Glucokinase (ATP:D-glucose-b-phosphotransferase, EC 2.7.1.2.),
one of the four glucose phosphorylating isozymes present in rat liver,
was partially purified. A key purification step was affinity chromato
graphy on Sepharose-6-aminohexanoil-2-amino-2-deoxyglucopyranose, which
eliminated N-acetylglucosamine kinase activity. Using 2-deoxyglucose
(dGlc) as sugar substrate the kinetic behavior of glucokinase purified
through this step (specific activity 36 U/mg protein) was similar to
that of the preparations obtained at the Sephadex G-100 step (specific
activity 2 U/mg protein). The last one was preferred for most studies
since it was more stable.

Glucokinase is a monomeric enzyme exhibiting sigmoidal saturation
function for glucose and mannose; the sigmoidicity disappears at low
concentrations of MgATP. However, dGlc shows hyperbolic kinetics through
a wide range of concentrations of both dGlc (0.1 to 9 times Km) and
MgATP (0.5 to 40 times Km). The K values for dGlc and MgATP were
19.2 £ 2.3 mM and 0.56 + 0.05 mM, respectively. In view of this kinetic
behavior, a study on the kinetic mechanism with dGlc as substrate was
performed.

Double reciprocal plots (1/v versus 1/S) and S/v versus $ plots,
as well as the secondary plots, showed straight lines for both substrates

in a concentration range of about 1 to 9 times Km for dGlc and 0.5 to
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6.5 times Ko for the nucleotide. The lines of both primary plots inter
sected around a point situated at the left of the vertical axis, indica
ting a sequential mechanism. When a constant ratio of concentrations
of both substrates was used, a parabolic double reciprocal plot was
obtained, which further supported this view. Vmax was 73% for dGlc as
compared to glucose (Glc).

The dead-end inhibitors N-acetylglucosamine (GlcNAc) and AMP were
used to know the order of addition of substrates in the enzyme reaction.
GlcNAc, a competitive inhibitor for dGlc (Ki = 0.63 + 0.04 mM) behaved
as a mixed inhibitor relative to MgATP in a wide range of concentrations
of both substrates. On the other hand, AMP acted as competitive inhi- |
bitor for MgATP (Ki = 10.56 * 0.52 mM) and as uncompetitive inhibitor
with respect to dGlc at 0.41 mM MgATP. These observations were compatible
with an ordered mechanism in which dGlc is the first substrate. However,
the inhibition of AMP against dGlc changed in character as the MgATP
concentration increased over its Km. Thus, at 1.2 and 3.6 mM MgATP, the
inhibition was clearly mixed. All these results could be compatible with
a random mechanism, with a principle reaction flux through dGlc as the
first substrate. Only, when the nucleotide substrate concentration is
relatively high, the alternative path in which MgATP is bound before
dGlc would become recognizable. A non described alternative explanation
for the change on the type of inhibition by AMP may be offered. AMP

would binds to the free enzyme, in spite of the operation of a




compulsory ordered mechanism with dGlc as the first substrate. Thus AMP
could compete with both AMP and dGlc,

Product inhibition studies with 2-deoxyglucose-b6-phosphate were
not possible due to its very low affinity for the enzyme. The product
MgADP showed pure noncompetitive inhibition relative to MgATP, and mixed
inhibition, with an important competitive component, respect to dGlc.
This result suggests that ADP is the last product in an ordered mechanism,
or is one of the products in a rapid equilibrium random mechanism, with
dead-end complex formation.

In order to support the kinetic results, studies on protection by
substrates, products and analogs against inactivation of the enzyme by
chemical modification were performed. The kinetic of the inactivation by

photooxidation of the most purified glucokinase, was biphasic with a

1

" (pseudo first order rate constant of the first phase, corrected

by the second phase) of 0.14 min-l. ATP and MgATP but not glucose, protec
ted against photooxidation. The same enzyme preparation spontaneously
lost the activity in the absence of thiol protectors, and the inactivation
was dependent on the protein concentration. The activity was recovered
with DTT, suggesting the formation of intramolecular disulfides bridges.
DTNB modification was carried out with partially purified gluco-
kinase (specific activity 2 U/mg protein) because of its stability in the

absence of thiol containing reagents. The kinetics of the inactivation
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was multiphasic, each phase following pseudo-first-order kinetics. The
first phase was responsible for about 70-80% of the inactivation in 1-3
min. The full reactivation by DTT indicated that the modification invol
ved oxidation of the enzyme sulfhydryl groups to disulfides bridges. The
linearity of the Arrhenius plot in the range of 0° to 30° pointed out that
a single population of thiol groups might be involved in the first phase
of inactivation.

The saturable character of the enzyme inactivation was shown by
the linearity of double reciprocal plot of k: versus DTNB concentrations.

The reaction of glucokinase with DTNB could thus be described as follows:

k k
Enzyme + DTNB s enzyme-DTNB -—%— modified enzyme + TNB
k complex

=1

Inactivation of glucokinase and loss of susceptibility to DTNB
were observed during storage. The loss of susceptibility to DTNB prece-
ded the inactivation. In fact, it appears that inactivation commenced
when k: attained a value of zero. Both the sensitivity to DTNB and the
catalytic function were partially recovered by incubating the enzyme with
DTT. These results suggest that the spontaneous loss of reactivity towards
DTNB is due to the formation of intramolecular disulfides at the reacting

site, probably through oxidation by atmospheric oxygen. The dissociation
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of the catalytic activity and susceptibility to react with DTNB provides
evidence that the first phase-reacting thiol groups of glucokinase do

not directly participate in the catalytic function. Notwithstanding,
they would be important for stabilizing a structure catalitycally active.
The protection exerted by several ligands is thus interpreted as the al-
teration of a given conformation that would present either the formation
of the enzyme-DTNB complex or the subsequent formation of the mixed disul
fide enzyme-TNB.

Apparent dissociation constant (KDapp) could be estimated for
various ligands due to their protective effect on DTNB inactivation. Thus,
for Glc, dGlc and ADP the KDapp values were 2.53, 28.94 and 3.10 mM,
respectively, at 2 x 10"3 mM DTNB. AMP had also a protective effect
which was not linear and the KDapp value was not estimated. 100 mM glu-
cose-6-phosphate increase slightly the inactivation by DTNB. ATP and
MgATP at saturating concentrations had a small but reproducible effect
(about 10%). Experiments performed in the absence of ng+ showed that
ATP did not alter the protective effect of AMP or ADP when they were
present together, suggesting that there is no interference of ATP on
putative changes of conformation induced by the other nucleotides. It
appears that glucose-6-phosphate interacts also with the enzyme, since
a slight increase (20%) in the rate of inactivation by DTNB was observed.
If it is accepted that the ligand protection correspond to the interac-

tion on the active site of the enzyme, the protective effect of the sugar
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substrate and MgADP is compatible with an ordered mechanism in which dGlc
is the first substrate and MgADP the last product. However, if the effects
of MgATP or ATP alone and glucose-6-phosphate are also considered, all
results would be compatible with the operation of random mechanism, with

a preferred ordered path, where dGlc is the first substrate.
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INTRODUCCION

La fosforilacion de la glucosa es la primera etapa metabdlica ne-
cesaria para iniciar su metabolismo, sea hacia la via glicolitica, la
sintesis de glicdgeno, la via de las pentosas o la de los &cidos urdni-
cos. Las enzimas denominadas hexoquinasas (E.C. 2.7.1.1.) catalizan en
la mayoria de las células la siguiente reaccién:

D-glucosa + MgATP hexoquinasa _

D-glucosa=-6-P + MgADP + N

Poco después del reconocimiento de dos enzimas fosforilantes de
glucosa en el hfgado de rata en los laboratorios de Weinhouse (Di Pie-
tro y col., 1962), Walker (Walker, 1963) y Sols (Vifiuela y col., 1963),
en nuestro laboratorio Gonzdlez y col. (1964) describieron cuatro iso-
enzimas fosforilantes de glucosa que, segin su orden de elucién en cro-
matografifa en DEAE-celulosa, denominaron A, B, C y D. Se llaman también
I, 11, 11l y IV de acuerdo con su migracién electroforética (Katzen, So-
derman y Nitowksky, 1965), La isoenzima D se ha encontrado también en
el higado de la mayoria de los mamiferos, en los anfibios y en los rep-
tiles inferiores (Ureta, 1975). La isoenzima D ha sido denominada glu-
coquinasa (E.C. 2.7.1.2.) debido a su especificidad algo mas restringi-
da para la glucosa (y manosa) (Salas y col., 1965) que la especificidad

de las otras isoenzimas |lamadas en grupo hexoquinasas (Vifiuelas y col.,




1963) y que utilizan muy bien fructosa (Gonzdlez y col., 1964; Gonzdlez
y col., 1967). Usaremos esta nomenclatura aunque adolece de serios de-
fectos (Ureta, 1975).

La glucoquinasa representa aproximadamente el 85% de la capaci
dad del higado para fosforilar glucosa (Gonzdlez y col., 1964) y tiene u-
na respuesta adaptativa frente al contenido de hidratos de carbono de la
dieta y al nivel de las secreciones del sistema endocrino, especialmente
insulina y glucagdn (para revisiones ver Niemeyer y Ureta, 1972; Niemeyer
y col., 1975a; Weinhouse, 1976).

La glucoquinasa difiere de las otras isoenzimas en su localizacion
tisular y en sus caracteristicas cinéticas y estructurales. Las hexoquina
sas A y B se encuentran en todos los tejidos de la rata, aunque en forma
predominante en algunos, por ejemplo hexoquinasa A en cerebro y hexoquina-
sa B en miGsculo (Katzen ySchimke, 1965). La cinética de saturacidn con
glucosa de las isoenzimas A y B es de tipo hiperbGlica, con valores de Km
de alrededor de 10‘5 y 10"“ M respectivamente, y fosforilan fructosa con
eficiencia (Gonzdlez y col., 1964, 1967). Presentan un peso molecular
de alrededor de 100,000 (para revisidn ver Purich y col., 1973). La
isoenzima C ha sido bien identificada en sélo algunos tejidos como higado

> M y es inhibida por

rifdn y misculo cardfaco, su Km es alrededor de 10
exceso de sustrato glucidico; el peso molecular es como el de las hexo-
quinasas A y B de 100.000 (para revisién ver Ureta, 1975). La gluco-

quinasa, en cambio, parece ser una tipica enzima del hepatocito y presen-

ta una cinética de saturacion sigmoidea con respecto a glucosa (nH 1,5),




3 M, (pH 7,5) (Niemeyer y col., 1975b) po-

su KD.S es alto, de 7,5 x 107
see aparentemente una baja capacidad fosforilante de fructosa (Gonzdlez

y col., 1967) y un peso molecular de alrededor de 50.000 (Cirdenas y col.,
1978; Holroyde y col., 1976b). Ademds de glucosa, la glucoquinasa y las
hexoquinasas son capaces de fosforilar otros azlicares como manosa y 2-de
soxiglucosa (para revisidon ver Niemeyer y col., 1975a).

La purificacion de la glucoquinasa ha sido un problema durante cer
ca de 15 afos debido, por una parte, a su inestabilidad y, por otra, a la
pequefia cantidad existente; se afiade la dificultad de separarla de otras
enzimas fosforilantes de glucosa. Si bien la cromatografia en DEAE-celu
losa y la filtracién en Sephadex G-100 permiten una satisfactoria separa
cion de la glucoquinasa con respecto a las hexoquinasas, la contaminacidn
por N-acetilglucosamina-quinasa y glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, (Car-
denas y Rabajille, no publicado), capaces de fosforilar glucosa, no se
evita del todo con estos procedimientos. Las etapas mas avanzadas de pu
rificacion se han conseguido en el {ltimo tiempo al utilizar cromatogra-
fia de afinidad (Maccioni, 1975; Holroyde y col., 1976b).

La diffcil obtencion de glucoquinasa homogénea, estable y en canti
dades suficientes, ha sido el gran escollo para obtener informacién so-
bre la relacidn entre su estructura y su funcién.

Los objetivos de esta tesis han sido:

a) Estudiar la reaccidén de fosforilacién de 2-desoxiglucosa, para
intentar dilucidar el orden de interaccién de los sustratos glucidicos y

del MgATP con la glucoquinasa, a través de estudios cinéticos en veloci-

dad inicial y de inhibicidn de punto muerto.




b) Procurar conocer a través de la modificacidén quimica (de resi-
duos histidina y cisteina) las interacciones que se establecen entre la
enzima y los sustratos, productos e inhibidores andlogos de los sustra-
tos. Ademas de contribuir a explicar las propiedades cinéticas de la
glucoquinasa, este estudio permitird conocer la naturaleza de su sitio
activo, en cuanto a los aminoadcidos esenciales para la catdlisis.

c) Estudiar las interacciones de la glucoquinasa con derivados de
la glucosamina unidos a Sepharose, que eventualmente conducirfan al per
feccionamiento de los métodos de purificacidn.

Comentaremos brevemente estos objetivos y las principales conclu-
siones derivadas de esta tesis.

El mecanismo cinético de la glucoquinasa se ha tratado de diluci-
dar desde el descubrimiento de la enzima (Gonzdlez y col., 1967; Parry
y Walker, 1967). Sin embargo, sdlo cuando en este laboratorio se descu
brid que la saturacién de la enzima con glucosa era sigmoidea (Niemeyer
y col., 1975b), se comprendieron las anomalfas quc se encontraban al a-
nalizar la glucoquinasa como enzima michaeliana. Otros investigadores
han confirmado este comportamiento sigmoideo de la glucoquinasa (Storer
y Cornish-Bowden, 1976). La explicacidn del comportamiento sigmoideo
de la glucoquinasa para glucosa y manosa no ha sido tarea facil, ya que

es una enzima monomérica y la sigmoidicidad depende de la concentracidn

de MgATP. Asi,a bajas concentraciones de MgATP la cinética se hace hiper

b6lica (Storer y Cornish-Bowden, 1976; Cirdenas y col., 1979). Ademas,

la presencia de sustratos alternativos y andlogos de glucosa también




hace hiperbdlica la funcién de saturacidn (Cirdenas y col., 1979).

Para explicar el caracter sigmdideo de la glucoquinasa se han pro
puesto dos mecanismos de reaccidén. Una interpretacidn ha sido dada por
Storer y Cornish-Bowden (1977), quienes, al realizar estudios cinéticos
a concentraciones de glucosa mayores que la concentracidn de semisatura
ciodn (Ko_s), concluyen que operaria un orden estricto de interaccidon de
los sustratos y los productos, siendo glucosa el primer sustrato y MgADP
el dltimo producto. Un cambio conformacional favorecido por el proceso
de catdlisis darfa cuenta de la sigmoidicidad. La otra interpretacidn
de la cinética sigmoidea de la glucoquinasa ha sido dada por Cardenas y
col. (1977), quienes después de estudios cinéticos en un amplio rango
de concentraciones de glucosa, postulan un mecanismo cinético consecuti
vo al azar en régimen estacionario, en el cual existirfa una ruta prefe
rencial. EIl modelo fue modificado posteriormente con la postulacidn de
al menos dos conformaciones de enzima (Cirdenas y col., 1979). En am-
bas interpretaciones mecanisticas se postula la presencia de mias de una
forma de enzima, diferencidandose fundamentalmente en la manera como los
sustratos interactdan con la enzima. De aqui que conocer el orden de
adicién de los sustratos a la enzima podria ser clave para aplicar uno
u otro modelo al comportamiento sigmofdeo. Para tratar de resolver el
problema, en este trabajo se usé 2-desoxiglucosa, aprovechando la ob-
servacidn de que la glucoquinasa presenta una funcién de saturacidn hi

perbélica con este sustrato (Cardenas y col., 1979)




El andlisis en velocidad inicial de la reaccidon de la fosforila-
cidén de la glucosa por hexoquinasas, ha demostrado que la interaccidn
de los sustratos con la enzima es consecutiva (para revisiones ver Cra-
ne, 1962; Walker, 1966; Colowick, 1973; Purich y col., 1973). Saber si
existe un orden estricto o al azar de entrada de los sustratos y salida
de los productos ha sido un tema de controversia. Para diferenciar en-
tre un mecanismo ordenado y uno al azar en el caso de varias quinasas,
se ha empleado la inhibicién de punto muerto, por inhibidores competiti-
vos andlogos de los sustratos (Bartana y Cleland, 197k4; Brostrom y Bro-
wing, 1973; Danenberg y Cleland, 1975; Raushel y Cleland, 1977). N-ace-
tilglucosamina, un inhibidor competitivo respecto a glucosa y AMP, un in
hibidor competitivo respecto a MgATP, han sido usados como inhibidores de
punto muerto en el caso de hexoquinasa de cerebro de bovino (Fromm y Ze-
we, 1962h) y de hexoquinasa de levadura (Bachelard y col., 1971).

Nuestros resultados no han sido de facil interpretacidn, por cuan
to han escapado a los esquemas simples descritos en la literatura. En
efecto, si bien los estudios en velocidad inicial son claramente compa-
tibles con un mecanismo consecutivo, sea al azar u ordenado, el anali-
sis de la accion de los inhibidores de punto muerto (N-acetilglucosa=
mina y AMP) y de la inhibicién por un producto (ADP) es complicado. En
efecto, los resultados pueden interpretarse si se acepta un orden de a-
dicidn obligatorio, con dGlc como primer sustrato y probablemente ADP

como Gltimo producto, siempre que AMP sea capaz de unirse a la enzima




en ausencia de 2-desoxiglucosa. También pueden explicarse si existe
un orden variable de adicién de los sustratos: preferentemente ordena
do, con 2-desoxiglucosa como primer sustrato, cuando las concentracio
nes de MgATP son bajas (alrededor de la Km) y al azar, en presencia
de concentraciones altas de ATP (mayor que la Km).

El papel de los grupos tioles en la actividad fosfotransferasi
ca ha sido estudiado ampliamente en hexoquinasas de mamfferos y de le-
vadura (para revisién ver Colowick, 1973). Las hexoquinasas de mami fe
ros mds estudiadas son la de cerebro de bovino (Redkar y Kenkare, 1972;
Redkar y Kenkare, 1975) y de cerebro de rata (Chou y Wilson, 1974).
Los grupos tioles de estas enzimas fueron caracterizados utilizando
DTNB, que es un reactivo altamente selectivo para residuos SH (Ellman,
1959). La titulacién de la enzima bovina mostré tres poblaciones de
tioles de diferente reactividad y sélo los de reactividad intermedia
fueron importantes para la actividad catalftica, pues su velocidad de
reaccion con DTNB era semejante a la de la inactivacién de la enzima
(Redkar y Kenkare, 1975).

Para investigar el papel de los grupos tioles en la hexoquinasa
A de cerebro (Kenkare y Swamp, 1978) y en la hexoquinasa B de misculo
(Connolly y Trayer, 1979a), se ha utilizado la marcacién por afinidad
con N-bromoacetil-D-glucosamina, que es un andlogo de la glucosa. En
ambos casos se concluyd que existfa un Gnico residuo de cisteina esen-
cial para la actividad catalftica. En estudios similares se demostrd

que en la hexoquinasa de levadura también existfa un grupo tiol esencial




para la catdlisis (Otieno y col., 1977; Otieno y col., 1977).

La modificacion quimica de residuos de aminoacidos no sdlo ha si-
do dGtil para el conocimiento del nimero y la naturaleza de los residuos
involucrados en la actividad catalitica. También ha sido utilizada con
éxito en el cdlculo de constantes de disociacion enzima-1igandos de pre
paraciones semipurificadas (Mildvan y Leigh, 1964) y en la deteccidn de
cambios conformacionales inducidos por la interaccidn de la enzima con
sus sustratos u otros ligandos (Wilson, 1978; Wilson, 1979). Esto es
posible ya que un pequefio cambio en la estructura de la protefna puede
producir un cambio en la reactividad de algunos grupos que se desea mo-
dificar. La proteccidn contra uno u otro de varios agentes inactivantes,
(quimiotripsina, glutaraldehfdo, calor y DTNB), por los sustratos y pro
ductos, ha permitido a Wilson (1978, 1979) relacionar diferentes confor
maciones inducidas por estos ligandos con el mecanismo cinético de la
reaccion catalizada por la hexoquinasa de cerebro.

Existe muy poca informacién acerca de la importancia de los grupos
tioles para la actividad catalitica de glucoquinasa. Se sabe que hay 9
residuos de cisteifna, tanto en la glucoquinasa de higado de rata (Hol-
royde y col., 1976b) como en la de higado de perro (Maccioni, (1975).
Ademas, se sabe que preparaciones semipurificadas de glucoquinasa hepati
ca pierden su actividad al ser tratadas con reactivos modificadores de
grupos tioles, como organomercuriales (p-cloromercuriobenzoato, acetato-
fenilmercirico y p-cloromercuriofenilsulfonato) vy reactivos alquilantes

(iodobenzoato y N-etilmaleimida) (Salas y col., 1965; Parry y Walker, 1977;




Pilkis, 1972). Recientemente se ha comunicado la modificacidén de gluco
quinasa de hfgado de rata con reactivos alquilantes de estructura seme-
jante a la de la glucosa (Connolly y Trayer, 1979b). La enzima pierde

la actividad en presencia de alguno de estos reactivos y la inactivacidn
es evitada por la presencia de glucosa y andlogos en el medio de reaccidn.
Sin embargo, la relativa independencia de la reaccién de modificacidn con
respecto al pH en que se realiza, hace suponer que los residuos de cistel
na no son los modificados (Connolly y Trayer, 1979b).

En nuestro trabajo hemos detectado que la reaccidén con el oxigeno
y con DTNB conducén a una inactivacién parcial de la glucoquinasa, que es
revertida por ditiotreitol. El estudio con DTNB permitid postular su me-
canismo de reaccidn y determinar las constantes de disociacidn aparentes
de algunos 1igandos, sustratos y productos, que protegen con diferente
eficiencia a la enzima de la inactivacién. Los resultados contribuyeron
a la mejor comprensién del mecanismo cinético de la reaccidn glucoquind-
sica.

La modificacion de los residuos de histidina ha sido muy poco es
tudiada en las hexoquinasas de mamiferos. Se ha observado que tanto la
hexoquinasa C de higado de rana (Ureta, 1976), como la glucoquinasa solu
ble (Cirdenas y col., 1977) y la glucoquinasa microsomal (Berthillier y
Got, 1972) de higado de rata, pierden actividad al fotooxidarlas en pre-
sencia de azul de metileno. La fotooxidacién de la glucoquinasa micro-
somal produce ademds un cambio en el coeficiente de Hill para glucosa de
2,8 a 1,2, y elimina la inhibicién por ATP; dismiﬁuyendo el peso molecu-

lar desde 120.00Q a 55.000 (Berthillier y Got, 1972). La disociacidon de
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la enzima pareceria ser la causa de la pérdida de la cooperatividad y
del efecto inhibitorio del ATP (Berthillier y Got, 1972). La fotooxida
cidon con azul de metileno y el tratamiento con anhidrido etoxiférmico
llevan a una inactivacidn parcial de la hexoquinasa de levadura, lo que
sugiere a Menezes y Pudles (1976) que los residuos de histidina no son

esenciales para la actividad de la enzima.




MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Clorhidrato de glucosamina, hidroclorhidrato de 1-etil=3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, CH-Sepharose, CNBr-Sepharose-4B, Sepha
dex G-100, 2-mercaptoetanol, Ditiotreitol, ATP, ADP, AMP, NADH, NADP,
Tris, dcido etilendiaminotetraacético, fosfoenolpiruvato, glucosa-6*fqi
fato,glucosa 2-desoxiglucosa, N-acetilglucosamina, &cido 5,5'-ditiobis
(2-nitrobenzoico), glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (tipo VI de levadu
ra), piruvato-quinasa (tipo Il de midsculo de conejo) y lactato-deshidro
genasa (tipo Il de misculo de conejo), fueron obtenidos de Sigma Chemi-
cal Co. (St. Louis, Mo., USA.). Anhfdrido acético, etilendiamina y las
sales inorgdnicas fueron obtenidos por Merck AG Darmstadt. Trinitroben
cenosulfonato fue obtenido de Eastman Chemical. DEAE-celulosa (DE-
52) y papel cromatogrdfico DEAE-celulosa (DE-81) fueron obtenidos de
Whatman Biochemicals. Tetra-iodo-tetracloro-fluoresceina como sal de
potasio (rosa de bengala) fue obtenida de Aldrich Chemical Co., Inc.,

[U-‘hC] ATP (50 uC/mmol) se obtuvo de New England Nuclear.

PREPARACION DE LA GLUCOQUINASA
1. Fuente de La enzima. La glucoquinasa fue obtenida de hfgado de ra-

ta. Las ratas utilizadas eran albinas, de origen Wistar. 24 horas antes

1
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del sacrificio se sometia a las ratas a una dieta rica en hidratos de
carbono, adicionando al agua de bebida sacarosa o glucosa (100 g/1).

El nimero de ratas sacrificadas variaba segiin 1os requerimientos de en
zima, pero normalmente se mataban entre 30 y 60 ratas, por decapitacidn
con una guillotina y se extrafa la mayor cantidad de sangre posible.
Una vez obtenidos los higados se depositaban sobre papel filtro para
sacarles el madximo de tejido conectivo y se almacenaban en un vaso de

precipitados en hielo.

2. Purnifdcacion de £a enzima. Los higados se homogeneizaban al 50% pe-
so/volumen, en una juguera Waring Blender por 2 minutos con una solucién
que contenfa: fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; KCI 150 mM;
DTT 1 mM 6 2-mercaptoetanol 10 mM; glucosa 100 mM (solucién A). El
homogeneizado se centrifugaba por 30 minutos en una centrfifuga Sorvall

a 14.600 x g a 4°. EIl sobrenadante se filtraba a través de lana de vi-
drio y se centrifugaba por 60 minutos en una centrifuga Spinco a 105.000
x g a 4°. En esta etapa de purificacién, la enzima posefa una actividad
especifica de alrededor de 0,0128 U/mg de protefna. La actividad en es-
ta etapa se calculd con cierta aproximacidén restando la actividad hexo-
quindsica de baja Km (determinacién de la actividad con 0,5 mM glucosa)
a la actividad hexoquindsica de alta Km (determinacién de la actividad
con 100 mM glucosa). La actividad resultante se dividid por 2 (factor
calculado que corresponde a la actividad 6-fosfogluconato- deshidroge-

nasa) (Babul, 1966).




13

El sobrenadante se sometia a una cromatografia a través de una
columna de DEAE-celulosa (53 cm de altura por 3,6 cm de didmetro), equi
librada con solucidén A sin glucosa (solucidn B). La muestra retenida
en una columna se lavaba con la solucion de equilibrio, aproximadamente
con 4 volimenes de columna, con un flujo de 112 mi/h. La actividad en-
zimidtica se elufa con un gradiente de KCl entre 150 y 500 mM con un vo-
lumen de 4,3 veces el volumen de resina, al mismo flujo anterior. En
esta etapa de purificacion se determinaba ademds de la actividad hexo-
quindsica, la actividad N-acetilglucosamina-quinasa que aparece habitual
mente como contaminante de la glucoquinasa con actividad fosforilante
de glucosa; esta actividad es del orden del 15%, determinada con N-ace
tilglucosamina como sustrato.

La fraccién con actividad glucoquindsica obtenida del fracciona
miento en DEAE-celulosa se sometia a una precipitacidn con sulfato de
amonio entre 50 y 80% de saturacidén en presencia de glucosa 100 mM. EI
precipitado se guardaba a 4°, quedando como reserva de enzima para ser
utilizada durante un perfodo de aproximadamente 3 meses. Este fraccio-
namiento eliminaba en gran parte la actividad N-acetilglucosamina-quina
sa. |

La enzima precipitada con sulfato de amonio se disolvia en un
minimo de volumen de solucién B y se filtraba a través de una columna
de Sephadex G-100, equilibrada con la misma solucién B y con KCl varia- |

ble. La actividad especifica de esta etapa dependia de la concentracidn
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de KC1 utilizada: para 100 y 300 mM se obtenia una actividad especifica
de 0,4 y 2,0 U/mg de protefna, respectivamente. La estabilidad de la en
zima también dependia de la concentracidn de KCl: a baja concentracidn
la actividad de la enzima caia bruscamente en un mes y a alta concentra-
cién (300 mM) sdlo a los tres meses no presentaba actividad. Parte de
la actividad era recuperada, en ambos casos, al tratar la enzima con DTT,
entre 5 y 10 mM.

La enzima obtenida de la etapa anterior se dilufa con solucidn
B sin KCI hasta una concentracion final de KCl 50 mM y se cromatografia
ba en una columna de Sepharose-6-aminohexanoil=-glucopiranosa (sefarosa-
glucosamina), eluyendo la actividad con una concentracidn de glucosa 1 M.
La purificacion de la enzima en esta etapa se describird con mayor deta-

lle en la seccidn correspondiente a Resultados.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD FOSFOTRANSFERASICA

La actividad de la enzima se determind por medio de tres métodos

y en todos, la reaccidn se inicié al agregar la preparacidén enzimitica.

1. Ensayo especthofotométrico para determinar glucosa-6-fosfato. Este
ensayo aprovecha la propiedad del glucosa-b-fosfato de ser;sustrato de
la glucosa-ﬁ-fpsfatO*deshidrogenasa, la cual cataliza la siguiente reac-
cidn:

Glucosa-6-P + NADP Glucosa-6-P-deshidrogenasa

6-P-gluconato+ NADPH,,
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La produccidn de un mol de NADPH, por mol de glucosa-6-fosfato
se aprovecha para cuantificar la cantidad de producto de la reaccidn ca-
talizada por la glucoquinasa (Slein y col., 1950). Esto se hace midien-
do el aumento de absorbancia a 340 nm y calculando el nimero de moles de
NADPl-l2 producidos, utilizando el coeficiente de extincidén molar (6220
M=1/cm) (Kornberg y Horecker, 1953). Al ser utilizado en la primera e-
tapa de purificacién, este ensayo se afecta por la presencia de 6-fosfo
gluconato-deshidrogenasa que también utiliza NADP como segundo sustrato,
teniendo como productos ribulosa-5-fosfato, COp y NADPHj.

La determinacidn de la actividad enzimdtica para hexoquinasas
y glucoquinasa se hacia en cubetas de 1 ml con una mezcla de reaccidn
que contenfa: Tris-HC1 80 mM, pH 8,0; MgCl, 12 mM; EDTA 1 mM; DTT 2,5 mM;
KC1 100 mM; NADP 0,5 mM; glucosa a concentracidn variable; ATP 5 mM;

0,2 unidades internacionales de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa y enzi-
ma, para ensayar en un volumen final de 0,5 ml (Niemeyer y col., 1975b).
Para la determinacidon de la actividad hexosa-fosfotransferasa total en
extractos crudos, la concentracion de gluccsa era de 100 mM, y para me-
dir hexoquinasas era de 0,5 mM. La diferencia daba una medida aproxima-
da de la glucoquinasa. Este método se utilizé para determinar la activi
dad enzimdtica en las etapas de purificacion de la enzima. Para caracte

rizar la enzima por sus propiedades cinéticas, con glucosa como sustrato

glucidico, también se prefirié este método, variando, cuando correspondia,

la concentracién de los sustratos.
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2. Ensayo espectrofotométrico para determinar ADP., Este ensayo aprove-
cha el hecho que el ADP, formado en la reaccidén hexosa-fosfotransferasa,
es sustrato de la piruvato-quinasa, reaccidn a la cual se le acopla la
reaccidon catalizada por lactato-deshidrogenasa, que tiene como cosustra-
to NADH, (Kornberg y Pricer, 1951). La concentracién de este (ltimo se
conoce al medir espectrofotométricamente la absorbancia a 340 nm. Las

reacciones son las siguientes:

Piruvato-quinasa

ADP + fosfoenol-piruvato > ATP + piruvato

Lactato-deshidrogenasa

piruvato + NADH2 + NAD + lactato

El cdlculo de la concentracidn se hace de manera similar al del
ensayo descrito anteriormente.

La mezcla de reaccidén sin la enzima fue preincubada por 3 minu-

tos a 30° para convertir el ADP contaminante en ATP, en un preincubador

disefiado por Niemeyer, Cirdenas y Dfaz (no publicado). La mezcla de reac

cién, en un volumen final de 0,5 ml, contenfa: Tris-HCl 100 mM; pH 8,0;
NgCl2 12 mM; EDTA 1 mM; KC1 100 mM; PEP 2,5 mM; NADH 0,4 mM; DTT 2,5 mM;
0,4 unidades de lactato-deshidrogenasa y 1 unidad de piruvato-quinasa;
las hexosas y el ATP estaban a concentraciones variables de acuerdo con

los propdsitos del ensayo. Para la determinacion de la actividad de la

N-acetilglucosamina-quinasa en extractos semipurificados se utilizaba nor

malmente ATP 5 mM y GIcNAc 2 mM.
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La determinacion de la actividad enzimdtica en ambos ensayos es-
pectrofotométricos se hacfa en cubetas de 1 ml en un espectrofotémetro

Gilford 2400 provisto de aditamentos que permiten trabajar a temperatu-

ra constante de 30°.

3. Ensayo nadiactivo para La determinacibn de ADP, La separacidn de ADP.
desde la mezcla de reaccidn se hacia por medio de una cromatograffa en
papel de intercambio anidnico (DE-81). Se cuantificaba directamente des
de el papel, para lo cual se contaba su radiactividad en un contador de
centelleo 1Tquido (Morrison y Cleland, 1966).

La enzima se incubada a 30° en una mezcla de reaccién con un volu
men final de 0,25 ml, que contenfa: Tris-HC1 80 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM;
KC1 100 mM; dGlc vy 14c-ATP en concentracidn variable de acuerdo a los
requerimientos del ensayo; la concentracidn de MgCl2 se mantuvo constan-
te 1 mM sobre la concentracion de los nucleétidos. Durante el transcur-
so de la reaccidn se tomaban muestras de 10 ul a tiempos variables y se
sembraban en papel, deteniendo la reaccidn con etanol. La cromatograffa
se corrfa a continuacién con un solvente que contenfa formiato de amonio
0,6 M, pH 3,1, y EDTA 5 mM, a temperatura ambiente. La corrida de las
muestras duraba normalmente entre dos y tres horas.

Los valores de Rf encontrados en estas condiciones fueron: 0,16,
0,44 y 0,70 para ATP, ADP y AMP, respectivamente. La regidn del papel
que contenia el ADP se visualizaba mediante luz ultravioleta de onda

corta. Los trozos de papel (2,2 x 3,5 cm) que contenfan el ADP se
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secaban por 10 minutos en una estufa, se ponian en mezcla de centelleo
(10 m1) que contenfa 4 g de PPO y 50 mg de POPOP por litro de tolueno

y se contaban. El tamafio y la forma del papel no influfa en el nimero
de cuentas obtenidas. Para calcular la velocidad se restaba al valor
obtenido para un tiempo t el valor a tiempo cero minuto. Se hacia la
conversidn a nanomoles de ADP de acuerdo a la radiactividad especifica
usada. De cada curva de progreso se calculaba la velocidad a partir de
la pendiente.

Para observar si bajo las condiciones del ensayo el ATP se hidro
lizaba espontdneamente, se sometid una muestra de W4e_ATP a incubacidn
en presencia de Tris-HC1 100 mM, pH 9,0, a 80°. Hasta los 20 minutos
de incubacidn las cantidades de ATP, ADP y AMP presentes inicialmente,
se mantuvieron constantes. Una muestra tipica presentaba la siguiente
composicidn: ATP 93%; ADP 4,5%; AMP 2,5%, calculados a partir de la ra-
diactividad encontrada luego de separar los componentes por cromatogra
fia en las condiciones ya descritas. Los resultados obtenidos con esta
nueva técnica para determinar actividad glucoquindsica serdn presenta-
dos en la seccidn correspondiente a Resultados.

Una unidad de enzima corresponde a la forforilacidon de 1 umol de

sustrato en 1 minuto en las condiciones de ensayo.
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CROMATOGRAFTIA EN COLUMNAS

1. Preparacidén de resinas y columnas cromatogrdgicas. En la preparacidn
y regeneracidn de las resinas se siguieron las instrucciones sefaladas

por los fabricantes.

2. Preparacibn de Sepharose-6-aminohexanoil-2-amino-2-desoxigluco-pirna-
nosa. U4 g de CH-Sepharose 4B (matriz de Sepharose que ya posee unido

el &cido 6-aminohexanoico) se lavaron sucesivamente con un litro de NaCl
1 My un litro de agua destilada a pH 4,5 y se mezclaron con 20 ml de
agua destilada (volumen final 40 ml) que contenfa glucosamina y EDC, am-
bas 0,1 M a pH 4,5. La reaccidn se dejé transcurrir por 24 horas a 30°
con agitacidn suave. EIl gel se lavdé con una solucidn de acetato de so-
dio 0,1 M, pH 3,5 en NaCl 1 M, y luego con NaCl 1 M (100 ml). Esta pre
paracién did reaccidn positiva con trinitrobenceno sulfonato (TNBS) vy
se denomind Sefanosa |. Con el objeto de acetilar los grupos amino li-
bres, que reaccionaban con TNBS, el gel se suspendié en 20 ml de agua
(volumen final 40 ml) y se tratdé con anhidrido acético (2 ml de anhfdri
do acético por ml de gel aproximadamente), manteniendo el pH sobre 6,0
con NaOH al 20% y la temperatura a 4°, agregando hielo al bafio de reac-
cion. Finalizada la reaccion el gel fue lavado con NaOH 0,2 M. La-ace
tilacidn se repitid hasta que el gel no didé reaccidn positiva con TNBS

y se lavo posteriormente con un litro de HC1 0,2 M durante 30 a 60 mi-

nutos. A este derivado se le llamd Sefarosa |1l (Ledn, 1977).
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MODIFICACION QUIMICA

1. Modificacibn de grupos tioles con DINB. Para eliminar el DTT presen
te en la preparacion de enzima se usaba una columna de DEAE-celulosa
(DE-52) (volumen de resina entre 0,5 y 1 ml) equilibrada con una solu-.
cidn que contenfa: glicil-glicina 20 mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM y KCI

150 mM. Se cargaba la columna normalmente con 0,4 unidades de enzima

y se lavaba con 20 ml de la solucidén de equilibrio. La enzima se elufa
con una solucidn semejante a la de equilibrio, pero con 300 mM de KCI.
Se colectaban fracciones de 0,75 ml.

La mezcla de reaccidn para modificar la enzima contenia en un
volumen final de 1 ml: glicil-glicina 50 mM, pH 8,0; KC1 400 mM; EDTA
0,22 mM; aproximadamente 0,4 unidades de enzima; concentraciones varia
bles de DTNB y de algunos ligandos cuando se sefiala. A diferentes tiem
pos de iniciada la reaccién se retiraban alicuotas (50 ul) para medir
la glucoquinasa remanente por el método de la glucosa-6-fosfato-deshi-
drogenasa, utilizando glucosa 100 mM y ATP 5 mM. La curva de progreso
de la actividad enzimdtica era lineal durante los primeros 8 minutos de
la reaccidn a todas las concentraciones de DTNB usadas, lo que consti-
tufa una prueba de que la dilucién de 10 veces del medio de modificacidn
para el ensayo de actividad y la alta concentracion de sustratos dete-

nfan la accidén del DTNB.
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2. Modificacibn de nesiduos de histidina por fotooxidacibn. La foto-
oxidacidn de residuos de histidina fue efectuada en presencia de rosa
de bengala (tetraiodo-tetracloro-fluoresceina) como catalizador
(Westhead, 1965). La modificacién se efectus en el aparato descrito

en el esquema |, que corresponde a la adaptacidén de un evaporador rota
torio. La fuente luminosa (ampolleta de 150 watts) se situd a 10 cm

de la solucibn y la temperatura se mantuvo a 0° con hielo fundente. La
mezcla de reaccidn contenfa en un volumen final de 1 ml: Tris-HC] 50 mM,
pH 8,0; fosfato de potasio 2 mM; KC1 60 mM; DTT 0,2 mM; EDTA 0,3 mM; ro
sa de bengala y concentraciones variables de glucosa y ATP donde se in-
dica. Las muestras (aproximadamente 100 ul) tomadas a los diferentes
tiempos eran extraidas con una jeringa (0,5 ml) a través de la conexién
al exterior del aparato. Las muestras se depositaban en un tubo mante-
nido en hielo y desde alli se tomaban alicuotas de 50 ul para determi-
nar la actividad de la enzima. Para la medicidon de la actividad enzi-
mitica se utilizaba glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa como enzima auxi-
liar. Las curvas de progreso en el ensayo eran lineales, indicando que
durante la medicion de la actividad no continuaba el proceso de inacti-

vacion.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS
La concentracidon de protefnas se determind por los métodos de:

1. Lowry y col. (1951) y Miller (1959) y 2. Warburg y Christian (1941).
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Esquema |. Sistema para La fotooxdidacifn. Las partes del sis-
tema son las siguientes: 1. Matraz de reaccidn (15 ml); 2. Co-
nexidn al exterior; 3. Solucién reaccionante; 4. Bafo con hie-
lo fundente; 5. Fuente luminosa (150 watts); 6. Motor de eva-
porador rotatorio.
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DETERMINACION DE LA PUREZA Y CONCENTRACION DE LOS REACTIVOS

1. Ditiotneitof (DTT). La eventual presencia de la forma oxidada se
determind midiendo la absorbancia a 280 nm en el espectrofotdmetro Gil
ford. El coeficiente de extincidn utilizado fue de 273 H-1 (Cleland,
1964). La contaminacidn por DTT oxidado era de aproximadamente 5% en

soluciones recién preparadas.

2. ATP. Su pureza fue determinada a través de cromatograffa en papel
de intercambio idnico (DEAE-celulosa, DE-81), descrita anteriormente.
Su concentracidn se determind espectrofotométricamente a 259 nm, pH 7,0
utilizando un coeficiente de extincién molar de 15,4 x 103 M V/em
(Dawson y col., 1972), en el espectrofotdmetro Gilford. La contamina-

cidén por ADP y AMP era aproximadamente de un 5% y 3% respectivamente.

3, Rosa de bengala. Este reactivo se purificé pasdndolo a través de
una columna de Dowex 50-X-4 (10 ml) (Hoffee y col., 1967). EIl coloran
te eluye en el frente. EI| espectrograma de la solucidn eluida desde
la columna mostrd un mdximo a 545 nm, leido contra agua en un espectro
fotémetro Cary 17, lo que corresponde al compuesto puro. El coeficien
te de extincidén molar utilizado fue de 9,5 x 10“ M=1/cm a 545 nm para

determinar la concentracidn del reactivo (Westhead, 1965).
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4. Acido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB). Para caracterizarlo se
hizo un espectrograma en la zona ultravioleta (220-340 nm) vy del visi
ble (340-600 nm), observindose un midximo a 323 nm como en el compuesto
puro. Su concentracidn se determinaba espectrofotométricamente a 412

nm, utilizando un coeficiente de extincidn molar de 13,6 x 103 M 1/cm

(Janatova y col., 1968), después de tratarlo con DTT 10 mM.

5. 1-etil-3 (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC). La pureza de
este reactivo se determind registrando su espectro en el infrarrojo y
compardndolo con el del reactivo puro y del derivado de urea correspon
diente. (Sadtler Standard Spectra). No se encontrd contaminacidn del
reactivo por su derivado de urea. El espectrograma se registrd en un

espectrofotémetro Cary 17.

6. Glucosa. Se determind su concentracidn con el método de Somogy-Nelson

(Somogy, 1945).

7. 2-desoxiglucosa. Las diferentes concentraciones del azicar fueron
obtenidas por dilucién a partir de una solucidn concentrada (1 M) pre-
parada por pesada del reactivo. La concentracidn de cada una de las
soluciones se comprobd con el método del 3,5 dinitrosalicilato (Bern-

feld, 1955).
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8. N-acetilglucosamina y AMP. Las soluciones de estos compuestos tam-
bién se prepararon a partir de una solucién 1 M. La concentracidn de
AMP se confirmé espectrofotométricamente, midiendo su absorbancia a
259 nm (pH 7,0), utilizando un coeficiente de extincidon molar de

15,3 x 10° M '/cm (Dawson y col., 1972) en el espectrofotémetro Gil-

ford.

9. GLucoquinasa. Antes de usar la enzima se comprobaban sus pardmetros
cinéticos con glucosa como sustrato variable y a una concentracion de

MgATP 5 mM.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La mayoria de las determinaciones experimentales estdn sometidas
a fluctuaciones impredecibles dadas por los aparatos de medida utiliza-
dos o por la variabilidad inherente al fendmeno que se estd investigan-
do. Por esto se puede decir que las determinaciones experimentales
"varfan al azar''. Para obtener estimaciones seguras con sus medidas de
precision se ha empleado el andlisis de la varianza. El método mas em-
pleado es ajustar los datos experimentales para dos variables por el
método de los minimos cuadrados. La principal critica que se puede ha
cer a esta método es que supone una poblacidén normalmente distribuida

(Cornish-Bowden y Eisenthal, 1974).
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En nuestros estudios cinéticos, las medidas de la velocidad fue
ron hechas en triplicado y siempre tratando de obtener una pendiente
en la curva de progreso de alrededor de 45°, para calcular la veloci-
dad inicial directamente desde el papel. Las velocidades también fue
ron estimadas directamente desde el espectrofotémetro por medio de un
microcomputador Altair 8800b, provisto de un programa con el método de
regresion lineal, que permitia estimar el valor de la pendiente con su
error estandar.

En cada preparacidn se analizaron las caracteristicas cinéticas
de la enzima, con glucosa como sustrato, estimando el coeficiente de
Hill (nH) y el valor de semisaturacidn (KO.S) a través de un programa,
para el microcomputador, que calculaba estos valores por un método ite
rativo (ver programa 1 del Apéndice B). Se aceptd como normal un va-
lor para el ny entre 1,4 y 1,6 y un valor para el KO.S) entre 3,5 y
5 mM.

El andlisis de los resultados cinéticos con dGlc como sustrato,
se hizo a través de métodos graficos, empleando las transformaciones
lineales de Lineweaver-Burk (Lineweaver y Burk, 1934) y de Hanes-Woolf
(Woolf, 1932) y sus respectivos graficos secundarios. Las curvas se
ajustaron a los valores experimentales por medio del método de regre-
sién lineal (Wilkinson, 1961), y de aqui se estimaron los valores de
las constantes cinéticas. El andlisis a través del método de regresidn
se hizo empleando un programa de computacién (ver programa 2 del Apén-

dice B). En todos los casos se le asignd al peso de los puntos un
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valor 1 (Dowd y Riggs, 1965).

El andlisis anterior permitié seleccionar la ecuacidn para cada
uno de los resultados cinéticos obtenidos en velocidad inicial, tanto
en ausencia como en presencia de los productos y de inhibidores de pun
to muerto.

El cdlculo de las constantes de disociacién enzima-ligando, en
los estudios de proteccidn a la inactivacidon por DTNB, se hizo emplean
do el método de regresidén lineal, adaptando el programa 2 (ver Apéndi-
ce B) para la ecuacién de velocidad de inactivacién utilizada en cada

C€aso.




RESULTADOS

PURTFICACION DE LA GLUCOQUINASA

La necesidad de contar con una enzima que no tuviese contaminacidn
con otras actividades enzimSticas que interfirieran en el ensayo de la
glucoquinasa, nos llevé a hacer los estudios en las etapas avanzadas de
purificacidn, para eliminar la contaminacién con hexoquinasas, glucosa-
6-fosfato-deshidrogenasa, adenilato-quinasa, adenosina-trifosfatasa y N-
acetilglucosamina-quinasa (G1cNAc-quinasa), enzimas que en el laboratorio
se ha mostrado que acompafian frecuentemente a la glucoquinasa en el pro-
ceso de purificacién (Oguchi y col., 1975; Vera y col., 1976; Davagnino
y Ureta, 1980; C. Toro y X. Espinoza, comunicacién personal). La enzima
obtenida después de la etapa de Sephadex G-100 (ver Materiales y Méto-
dos) mostrd ocasionalmente una contaminacién con GlcNAc-quinasa y gluco
sa-6-fosfato-deshidrogenasa. Para eliminar actividades contaminantes
se establecieron las condiciones que se describen a continuacién para
la purificacién por cromatograffa de afinidad, preocupdndonos especial-
mente de la eliminacién de GlcNAc-quinasa.
Cromatogragia de aginidad de La glucoquinasa. Con el objeto de estable
cer la fuerza idnica éptima para la retencién de glucoquinasa, se hacfa

la elucién de la enzima retenida con un gradiente de KCl entre 0 y 0,3 M.

28
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En la figura 1 se puede apreciar que con el frente aparecen protefinas sin
actividad glucoquindsica en tanto que a una concentracidn aproximada de
KC1 de 60 mM comienza la elucién de la enzima jﬁnto con un pico de protel
nas. El pico midximo de actividad (KC!1 150 mM), no coincide con el de las
proteinas, lo que sugiere un probable arrastre de la glucoquinasa por e-
sas protefnas. La recromatografia del pico de protefnas, contaminado con
glucoquinasa confirmé esta suposicién, ya que, la actividad glucoquindsi
ca podfa separarse parcialmente de laS'brotetnas restantes (Fig. 2).

En la figura 3 se muestra que la glucoquinasa de rana (Caudiverbe
ha caudivenbera), enzima también estudiada en el laboratorio (Ureta, 1976),
era retenida por el derivado acetilado equilibrado con KCI 50 mM y era
elufdo con glucosa 1 M. La enzima elufda se purificéd bastante 1legando
a una actividad especifica de 33,1 U/mg de protefna. La elucién cen KCI
0,5 M hace aparecer protefnas sin actividad glucoquindsica. Un comporta
miento semejante se observa con glucoquinasa de hifgado de rata, por lo
que se ha adaptado el método como rutina en la purificacién de esta enzi
ma en el laboratorio.

En la figura 4 se observa que la GlcNAc-quinasa también era rete-
nida en Sefarosa Ill equilibrada con KC1 50 mM. La elucién se intentd
con varios procedimientos. Con glucosa 1 M elufa tardfamente una peque-
fia porcidén de la enzima y con GlcNAc 0,02 M elufa una fraccién mayor. Sé
lo al agregar KC1 0,5 M a la columna, elufa el resto de la enzima reteni

da. Para analizar mejor el efecto del KCl sobre la elucién de la enzima
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Figura 1. Cromatograffa de glucoquinasa en Sefarosa 111 y elu-
cibn mediante un gradiente de KCL., 0,62 unidades de glucoqui-
nasa (actividad especffica 0,2 U/mg de protefna) en 7 ml de
solucidén A (fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; 2-mer-
captoetanol 10 mM) fueron cromatografiadas en una columna de
Sefarosa 11!, equilibrada con la misma solucidn. La enzima

fue elufda aplicando un gradiente de KC1 de 0 a 0,3 M en solu-
cidén A,
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Figura 2. Recromatografia de glucoquinasa en Sefarosa 111,
0,23 unidades de glucoquinasa provenientes del pico proteico
elufdo con el gradiente de KC1 (ver figura 1), fueron desala-
das en una columna de Sephadex G-25 equilibrada en solucidn

A y cromatografiadas en Sefarosa |1l equilibrada con la mis-
.ma solucidn. La enzima fue elufda aplicando un gradiente de

KC1 como se describe en la figura 1,
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‘Figura 3., Cromatogragia de afinidad de glucoquinasa de rana
en Sefarosa 111 {acetifada). 0,5 unidades de glucoquinasa
(actividad especTfica 0,2 U/mg de protefna) en 12 mi de solu-
cién A (ver figura 1) conteniendo KC1 50 mM, fueron cromato-
grafiadas en Sefarosa 11l equilibrada con la misma solucidn.
Glucosa 1 M y KC1 0,5 M se incluyeron en 13 solucidn de equi-
librio como eluyentes, donde se indica.




33

480
.-
&
0,61 ﬁ 160 5
E
0_ r -
€ 0,4} 1408
C 1 .;
(@] -—
& <
O‘ 0'2 i GlcNAc 0.02 120
(@]
0]

0
0 20 40 60 80 100 120
‘Volumen de elucidén, ml

Figura 4. Cromatografia de GLcNAc-quinasa en Sefarosa 111,
0,5 unidades de GlcNAc-quinasa (actividad especTfica 0,26
U/mg de protefna) en 8,5 ml de solucién A (ver figura 1) con-
teniendo KC1 50 mM fueron cromatografiadas en una columna de
Sefarosa 111, equilibrada con la misma solucidn. Glucosa 1 M,
GlcNAc 0,02 M y KC1 0,5 M se incluyeron en la solucidn de
equilibrio como eluyentes, donde se indica.
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se aplicd, en otro experimento, un gradiente de KCl de 0 a 0,3 M, obser-
vindose que la elucidn de la GlcNAc-quinasa se iniciaba con KC1 80 mM
aproximadamente y salfa en un pico muy amplio con un mdximo a 150 mM KCI
(Fig. 5).

Con el objeto de conocer el comportamiento de una mezcla, a 0,5
unidades de glucoquinasa se agregaron 0,2 unidades de GlcNAc-quinasa y
el conjunto se cromatografié. En la figura 6 se observa que ambas enzi-
mas fueron retenidas a una concentracidn de KCl 50 mM. Pero mientras la
glucoquinasa era elufda con glucosa 1 M, la GIcNAc-quinasa quedaba reteni
da y era elufda en una pequefia proporcidn con GlcNAc 0,2 M y en su tota-
lidad con KC1 0,3 M.

Resultados que no se muestran probaron que en las condiciones en
que la glucoquinasa y la GlcNAc-quinasa eran retenidas en la columna, las
hexoquinasas A y B no lo eran (Leén y col., 1977), de modo que el procedi
miento servia también para purificar glucoquinasa de estos contaminantes.

La glucoquinasa obtenida de la etapa de Sefarosa presentd en elec
troforesis en acrilamida al menos tres bandas nftidas. Al ensayar la ac
tividad fosfotransferdsica se observé que s6lo una de estas bandas presen
taba actividad.

La etapa de cromatograffa de afinidad ha sido clave en la purifica
§i6n de la glucoquinasa (Holroyde y col., 1976b; Ledn, 1977) y se ha con
seguido separarla de las hexoquinasas y de la GlcNAc-quinasa (Monasterio

y col., 1977).
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Figura 5. Cromatograffa de GLcNAc-quinasa en Sefarosa 111 y
elucibn mediante un gradiente de KCL. 0,75 unidades de GlcNAc-
quinasa (actividad especfTfica 0,7 U/mg de protefna) en 8,5 ml
de solucién A (ver figura 1), fueron cromatografiadas en una
columna de Sefarosa |l| equilibrada con la misma solucidn.
Luego se aplicd un gradiente de concentracién de KC1 prepara-
do en solucidn A.
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Figura 6. Cromatogragia de glucoquinasa y GLcNAc-quinasa en
Segarosa I11. 0,5 unidades de glucoquinasa (actividad espe-
cifica aproximada 33 U/mg de protefna) y 0,2 unidades de
GlcNAc-quinasa (actividad especffica aproximada 38,4 U/mg de
protefna) en 15 ml de solucién A (ver figura 1) conteniendo
-KC1 50 mM fueron cromatografiadas en una columna de Sefarosa
Ill equilibrada con la misma solucién. Glucosa 1 M, GlcNAc
0,2 My KC1 0,3 M fueron inclufdos en la solucidén de equili-
brio como eluyentes, donde se indica. ( ® ) glucoquinasa,

( m ) GlcNAc-quinasa.
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Las hexoquinasas, glucoquinasa y GlcNAc-quinasa poseen en comin la
propiedad de unir GlcNAc especifica y reversiblemente, lo que se ha apro

vechado para estudiar el comportamiento de estas enzimas frente a colum-

nas de Sefarosa que poseen glucosamina inmovilizada a través de espacia=

dores polimetilénicos (Holroyde y col., 1976a).

Los resultados cromatogrdficos en Sefarosa I muestran interferen-
cias, que causan una retencién inespecffica de la glucoquinasa, que hace
que la enzima no se eluya con glucosa, pero s con altas concentraciones
de KC1. (Ledn y col., 1976). Las reacciones efectuadas en la preparacion
de Sefarosa |, permiten la presencia de grubos de aminos en el derivado
si los grupos carboxilos de la CH-Sepharose reaccionan con los hidroxilos
en lugar del amino de la glucosamina. La reaccién de la Sefarosa | con
TNBS, reactivo especifico para aminas primarias, comprobé la presencia de
tales grupos. Al acetilar la Sefarosa | con anhfdrido acético se obtuvo
la Sefarosa 111, en la cual la enzima, luego de ser retenida, era elufble

con glucosa. La Sefarosa IIl se comporta como el derivado utilizado por

Holroyde y col (1976b), lo que se explica porque estos investigadores hi

cieron la unidn de ligando (glucosamina) al espaciador (&cido 6-aminohexa
noico) libre y sélo después unieron el compuesto espaciador-ligando a la
matriz.

La fuerte adsorcién de la glucoquinasa en Sefarosa Il y la sensi
bilidad a la concentracién de sales no pueden ser explicadas sélo por la
afinidad de la enzima por el ligando 6-aminohexanoil-2-amino-2~desoxiglu

copiranosa (Holroyde y col., 1976a), lo que sugiere la presencia de
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fuerzas inespecificas que contribuyen a reforzar la unidn de la enzima

a la matrfz sustitufda. Los resultados can espaciadores menos hidrofébi
cos, 8cido N-etilsuccindmico (Ledn, 1977) y diglicina (Holroyde y col.,
1976b) sugieren que la naturaleza hidrofébica del espaciador es importan
te para la unidon de la glucoquinasa. Una diferencia de las diversas Seﬁg
rosas empleadas debida a posibles interacciones idnicas que pueden esta-
blecerse entre la protefna y los grubos iminos resultantes del acopla-
miento de los espaciadores (Nishikawa y Bailon, 1975), no parece proba-
ble. A pH 7.0 tales grupos se encontrarfan cargados en los tres deriva-

dos que comentamos.

La retencidn de GlcNAc-quinasa en Sefarosa |Il no parece:ser s8lo
por afinidad respecto a su sustrato, sino mids bien el resultado de wuna
mezcla de efectos. En efecto, la enzima no es elufda con glucosa (un mal
sustrato) y sélo una fraccidn de ella lo es con GlcNAc, requiriéndose al
ta concentracién de KCl (0,5 M) para eluir el resto. Esto indicarfa pro
bables interacciones con el espaciador de la Sefarosa.

Las hexoquinasas A y B no son retenidas en Sefarosa Ill a una con
centracién de KC1 50 mM (Ledn y col., 1977). Este comportamiento permi-
te facilmente separar ambas hexoquinasas de glucoquinasa y de GlcNAc-

quinasa, pues éstas Gltimas son retenidas a esta concentracién de KCI.

Estudios sobre La estabilidad de La glucoquinasa. La rdpida desaparicién
de la actividad glucoquindsica en las primeras etapas de purificacidn po

drfa deberse a la accidn de enzimas proteolfiticas. Sin embargo, la
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adicidén a extractos crudos de higado de cerdo de fenilmetilsulfonilfluo-
ruro (PMFS), que es un inhibidor de las serina-peptidasas, no fue efecti
vo en la proteccidn de la glucoquinasa (Rose, 1976). Para mantener la
actividad de la glucoquinasa es necesaria la presencia de KCl, de gluca-
sa y de protectores de grupos tioles (DTT, 2-mercaptoetanol & N-acetil-
cistefna) (Salas y col., 1965; Parry y Walker, 1966; Babul y Niemeyer,
1966; Gonzdlez y col., 1967; Maccioni, 1975). Sin embargo, la enzima es
estable hasta por 3 meses cuando se guarda precipitada en sulfato de amo
nio a 4°, en presencia de glucosa. Otros investigadores (Babﬁl y Nieme-
yer, 1966; Parry y Walker, 1966), registrando la actividad sélo durante
algunos difas, también han encontrado una buena estabilidad de la enzima
en estas condiciones. Debe tenerse cuidado en esta etapa de observar las
propiedades cinéticas y de peso molecular de la enzima almacenada, ya que
Niemeyer y col. (1975b) describieron polimerizacién y cambios en los pa-
rametros cinéticos (nH para glucosa) de la enzima envejecida.

En la etapa de purificacién en Sephadex G-100 (ver Tabla I), la
~enzima es estable hasta por tres meses, si se almacena a 4° en la solucién
de elucidn de la enzima (ver Materiales y Métodos). La estabilidad es de
pendiente de la concentracién de KCl; si esta se baja a 100 mM, la activi
dad se pierde en un mes. Preparaciones enzimiticas en esta etapa enveje-
cidas por uno o dos meses presentaban insensibilidad al DTNB, aunque con-

servaban su actividad (Monasterio y col., 1979a).
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TABLA |

Purnificacién de La glucoquinasa de hfgado de nrata

Unidades ProteTnas Actividad Rendimiento

Procedimiento totales totales especifica 4
Homogeneizado - - - -
Extracto crudo  287,0 22370 0,013 .
DEAE-celulosa 142,8 608 0,24 50
Sulfato de amonio - - - “
L5-80%
Sephadex G-100 115 101 0,77 -
Sefarosa® 6,5 = -2 83

Concentracidn
DEAE-celulosa 5,4 0,15 36 71

1La actividad glucoquindsica en esta etapa es sdlo aproxima-
da, pues se determina como la diferencia entre la actividad

con glucosa 100 y 0,5 mM.

- %La actividad especifica no se determind en esta etapa debi-
do a la baja concentracidn de protefnas.

La glucoquinasa era obtenida de hfgado de rata, como se in-
dicd en Materiales y Métodos. Las tres primeras etapas de pu-
‘rificacidn eran consecutivas y la enzima se almacenaba en la
etapa de sulfato de amonio. La actividad de la fraccidn enzi-
mitica en sulfato de amonio no se medfa. En la etapa de Se-
phadex G-100 la actividad especifica variaba entre 0,4 y 2
U/mg de protefna de una preparacidn a otra. La cantidad de
enzima purificada por Sefarosa era usualmente entre 7 y 8
unidades.
3Sepharose-ﬁ-aminohexanoiI-Z-amino-Z-desoxiglucopiranosa.




41

En etapas mds avanzadas de purificacién aumentaba la inestabili-
dad de la glucoquinasa. Asf, después de Sefarosa (Tabla 1), la enzima
dilufda (0,15 U/ml) era estable sélo por pocas horas, adn en presencia
de glucosa. En la figura 7 se muestra la curva de estabilidad correspon
diente a una preparacidn concentrada proveniente de Sefarosa la cual se
inactivaba rdpidamente. En 15 dfas de almacenamiento a 4° perdié un 30%
de la actividad inicial y al mes estaba totalmente inactiva. En otra pre
paracidén, en la cual se midié por primera vez la actividad luego de una
semana de almacenamiento en las mismas condiciones, se encontrd sélo un
1% de pérdida de actividad, en vez del 17% de pérdida en el mismo tiempo
en la enzima de la figura 7. Estos resultados y otros que se presentaran
mads adelante, parecen indicar que la aireacién de la enzima, al sacar las
alfcuotas para hacer las determinaciones de la actividad, aceleraba su

inactivacién.

G&icerol como estabilizante. El glicerol ha mostrado ser un excelente es
tabilizante de la enzima. La figura 8 ilustra el efecto del glicerol so-
"bre la estabilidad de una glucoquinasa de hfgado de cerdo (actividad espe
cifica 0,68 U/mg de protefna). La enzima fue purificada en columnas de
DEAE-celulosa, equilibradas con soluciones salinas que contenfan concen-
traciones variables de glicerol (de 0 a 20%). Las fracciones con activi
dad enzimdtica se guardaron por 8 dfas a 4°, haciéndose determinaciones
perfodicas (Rose, 1976). A los 8 dfas la muestra con 5% de glicerol man-

tuvo aproximadamente el 68% de su actividad, mientras que en la con 20%
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U/ml

Figura 7. Estabilidad de La glucoquinasa de hfgado de rata
después de su punificacibn mediante cromatografia de afinidad.
La glucoquinasa proveniente de esta etapa de purificacidn
(actividad especTfica 35,5 U/mg de protefna) se concentrd
hasta 1,24 U/ml en una columna de DEAE-celulosa (DE-=52) (vo-
lumen de resina 5 ml), y se mantuvo a 4° en una solucidn que

contenta: fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; KC1 300 mM; EDTA

1 mM y DTT 1 mM. La actividad enzimdtica se detectd espectro-
fotométricamente, usando glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(ver Materiales y M&todos).
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Figura 8. Efecto del glicerol sobre La actividad de La gluco-
quinasa obtenida desde columnas de DEAE-celulosa. Se prepara-
ron 5 columnas equilibradas en Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; MgsSOy

4L mM; 2-mercaptoetanol 4 mM; EDTA 1 mM, conteniendo 0, 5, 10,
15 y 20% glicerol respectivamente., E1 grifico indica el porcen-
taje de actividad remanente respecto al tiempo cero, al octa-
vo dTa de haber obtenido las fracciones activas de dichas co-
lumnas y de permanecer guardadas a 4°,
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Figura 9. Efecto def glicernol sobre La actividad glucoquindsi-
ca. Al medio de reaccidn de medida de la actividad (con gluco-
sa-6-fosfato-deshidrogenasa) descrito en Materiales y Métodos,
se agregd glicerol para obtener concentraciones finales en la
cubeta de 5, 10 y 20%, determindndose la velocidad inicial de
la reaccién.
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de glicerol su actividad no varid mayormente con respecto al tiempo cero.
En las muestras con 10 y 15% de glicerol se obtuvieron valores interme-
dios. El control sin glicerol no presentd actividad.

La presencia de glicerol, en el ensayo de la actividad glucoquind
sica producia inhibicién, como se observa en la figura 9. Una concen-
tracién de glicerol de 20% producfa una inhibicidénde un 41% con respec
to al control. Hay que hacer notar que la concentracidn de glicerol que
se obtendria en el medio de ensayo no sobrepasarfa el 1% si la prepara-
cidn a ensayar tuviera glicerol al 20% y se tomaran 25 pl para la medi-
cidon. A esta concentracidn la inhibicién es despreciable.

El glicerol como agente estabilizante de enzimas es ampliamente
conocido, sin embargo, el mecanismo de proteccién ha sido poco estudiado
en cada caso. En la ribonucleasa, una enzima de estructura muy conocida,

ha sido posible estudiar el efecto de este polialcohol a través de la

desnaturacidén reversible de la enzima (Gerlsma, 1968). E| estudio ha per

mitido postular que el efecto estabilizante del glicerol se deberfa prin-
cipalmente al reforzamiento de las interacciones hidrofébicas y a la me-
nor ruptura de enlaces de hidrdgeno de la protefna ocasionada por el me-
dio.

La estabilizacién de la glucoquinasa por glicerol fue observada
por primera vez en una preparacidn de higado de cerdo por Rose (1976).
Este efecto protector también ha sido observado en la glucoquinasa de

hfgado de rata por Holroyde y col. (1976b). En sus preparaciones mis
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purificadas (actividad especifica 150 U/mg de protefna) observan sélo un
10% de pérdida de la actividad después de almacenar la enzima de 6 a 8
semanas a 4° en 20% de glicerol. En nuestro laboratorio se ha encontra-
do que el glicerol al 5% no mejora el rendimiento de la etapa de purifi-
cacidn en DEAE-celulosa de la glucoquinasa de hfgado de rata, pero es ca
paz de mantener su actividad aproximadamente durante una semana. EI gli
cerol al 20% ha sido probado durante la purificacién en las etapas de Se
farosa, concentracidn a través de membranas de Amicon y cromatograffia en
DEAE-Sephadex, etapa posterior a la de Sefarosa, encontrdndose en todos
los casos que el rendimiento es casi de un 100% (comunicacidn personal
de C. Toro y X. Espinoza).

Si se acepta que el efecto del glicerol sobre la glucoquinasa re-
side en un reforzamiento de las interacciones hidrofébicas y de los puen
tes de hidrégenos, se comprende que se favorezca una conformacién mis es
table de la enzima que podrfa, por ejemplo, hacer a los grupos tioles me
nos susceptibles a una oxidacidn espontdnea y a la accién del DTNB (ver
mis adelante el efecto del glicerol en '"Modificacién Quimica'). La esta
bilizacién de una Gnica forma de la enzima podrfa explicar el cambio en
el coeficiente de Hill para glucosa de 1,45 a 1 en presencia de glicerol

al 30% (Connolly y Trayer, 1979b).
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Efecto estabilizante del bisulgito de sodio. En etapas tempranas de la
purificacién, el bisulfito de sodio, en presencia de N-acetilcistefna, se
comportd como estabilizante de la glucoquinasa. En la figura 10 se mues
tra el porcentaje de actividad remanente de una preparacién cruda de glu
coquinasa de hTgado de perro en presencia de bisulfito 10 mM y en su au-
sencia. Se observa que en presencia del reactivo se alcanzé a las 30 ho
ras una activacién de aproximadamente un 20% y luego decayé la actividad
de la enzima con un t1/2 aproximado de 22 hr. Este valor fue mayor que
el del control, de alrededor de 11 h., indicando que aln después de la
activacion hay proteccidén de la enzima.

La activacién de la enzima puede ser explicada por el aumento del
poder reductor en la solucién de almacenamiento, que podrfa producir la
ruptura de puentes S-S de la enzima oxidada durante la preparacién del
extracto. Ha sido descrito que el bisulfito en presencia de cantidades
catalfticas de reactivos tioles y 0, produce la ruptura de enlaces disdl
furos intramoleculares con la formacién de derivados S-sulfonados (Cole,

_ 1967). La posible formacién de estos derivados en la glucoquinasa podrfa

explicar la mayor estabilidad de la enzima luego de la reactivacidn.

MODIFICACION QUIMICA

La modificacién quimica de residuos de aminodcidos ha sido emplea
da ampliamente en la investigacién de la estructura de protefnas, asf co

mo de las interacciones entre macromoléculas y de los mecanismos
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Figura 10. Efecto protector de bisulfito de sodio sobre La ac-
tividad de La glucoquinasa. Se utilizéd el 1Tquido sobrenadan-
te después de la centrifugacidn a 105.000 x g de un homoge-
neizado al 50% v/v de hTgado de perro que contenfa: Tris-HC]
100 mM, pH 7,5; KC1 100 mM; EDTA 1 mM; N-acetilcisteTna 4 mM;
bisulfito de sodio 10 mM. En el control se omitid el bisulfi-
to de sodio. El sobrenadante se mantuvo a 4° durante el trans-
curso del experimento.
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catalfticos de las enzimas. Ella ha permitido, mediante el uso de reac
tivos selectivos, identificar residuos de aminoicidos en el sitio acti-
vo o0 en sitios regulatorios de las enzimas (para revisiones ver: Shaw,
1970; Cohen, 1970; Sigman y Mooser, 1975). Ademds, la proteccidn por
ligandos de la inactivacién por modificacién quimica de enzimas, ha sido
aprovechada para precisar el mecanismo cinético de la reaccién (Sudi,
1970; Wilson, 1978; Wilson, 1979).

Fotooxidacifn de nesiduos de histidina. E1 cambio de velocidad m&xima y
de KO.S de la glucoquinasa en funcién del pH (Gonz&lez y col., 1967; Car
denas y col., 1979) sugiere la presencia de un grupo acido de pK aproxi-
madamente 7, importante para la actividad enzimdtica que podrfia ser his-
tidina. Uno de los métodos para modificar residuos de histidina en una
proteina consiste en su oxidacidn, catalizada por un colorante. Algunas
enzimas fosforilantes de glucosa han sido estudiadas en cuanto a los efec
tos de la fotooxidacidn, catalizada por medio del colorante catidnico azul
de metileno, sobre algunas propiedades cinéticas. Asi, la hexoquinasa C
de higado de anfibio pierde la capacidad a ser inhibida por exceso de glu
cosa (Ureta, 1976); 1la forma pesada de la glucoquinasa microsomal (PM
120.000) de hfgado de rata se convierte en la liviana (PM 55.000) vy pier
de la capacidad de ser inhibida por ATP y la sigmoidicidad para glucosa
(Berthillier vy Got, 1972); vy la glucoquinasa soluble de higado de rata

disminuye la velocidad m&xima, aumenta el KO g Y no varia el
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coeficiente de Hill (Cardenas y col., 1979).

El azul de metileno y otros reactivos han sido usados ampliamente
con la intencidn de modificar residuos de histidina en varias enzimas
(para revisién, ver Cohen, 1968). Sin embargo, su selectividad ha sido
cuestionada, pues otros residuos, como cistefna, metionina, triptéfano y
tirosina, pueden también oxidarse, dependiendo de las condiciones del en
sayo en cuanto a pH, temperatura, bloqueo de algunos grupos funcionales,
etc. Otro inconveniente es la produccién de reacciones laterales con
reactivos del medio, como el amortiguador Tris-HCI y el EDTA, que pueden
oxidarse lentamente, llevando a una Interbretacién errénea de los resul-
tados (Westhead, 1972). EIl colorante rosa de bengala muestra gran selec
tividad hacia histidina, debido a su cardcter aniénico, especialmente si
se opera a pH neutro. A pH sobre 8 los grupos sulfhidrilos son especial
mente susceptibles a la oxidacién y la tirosina comienza a ser oxidable.
Por otro lado, la forma protonada de la histidina es resistente a la oxi

dacién (Westhead, 1965).

Cinética de La fotooxidacibn. La cinética de fotooxidacidn de la gluco-
quinasa con rosa de bengala se estudié con una enziﬁa purificada hasta la
etapa de Sefarosa. Para analizar la cinética de fotooxidacién se coloca-
ban los datos experimentales en graficos semilogaritmicos de la actividad
remanente en funcidn del tiempo. Tanto en presencia como en ausencia del
colorante, se observaba una rdpida inactivacién, que conducfa hasta un 50%

de pérdida de la actividad en aproximadamente tres minutos. La rapida
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inactivacidn inicial puede deberse al efecto de algiin metal pesado, pues
al diluir la enzima en el medio de reaccién sin EDTA, bajaba la concen-
tracion del quelante desde i mM en la preﬁaractén enzimitica, a 0,06 mM,
Resultados-que no se muestran indicaron que al aumentar la concentracidn
de EDTA en el medio de reaccidn a 1 mM la inactivacidn casi desaparecia.
Por esta razbn se omitid esta rapida inactivacién inicial en el an3lisis
de la cinética de inactivacidn por fotooxidacién. El uso de amortigua-
dor fosfato pH 7 o Tris=HC] pH 8 no tuvo influencia sobre la cinética de
inactivacién. La figura 11 muestra que al [luminar en ausencia del colo
rante hay una ligera inactivacién de la enzima, que es de seudo-primer-
orden hasta los 60 minutos y tiene una constante de Inactivacidn de 0,01
min-1. El minuto cerc corresponde al tiempo en que habfa conclufdo la
répida inactivacién inicial dependiente de la concentracién de EDTA. En
presencia del colorante se obiserva una cindtica bif4sica, donde 1a prime
ra fase dura aproximadamente 25 minutos y tiene una constante de inacti-
vacidon de seudo-primer-orden k; obs? sin corregir por la segunda, de
0,045 min"1 y 1a segunda fase tiene una constante de inactivacién de sey

do-primer-orden de k? obs de 0,018 mfn-1. Al corregir la primera fase

1

. -1
i correg. de 0,14 min .

por la segunda, se obtiene un valor para k

Profteceibn pon Los susinatos. La presencia simuitinea de ambos sustratos
de la enzima, glucosa y MgATP, a concentraciones saturantes, tenfa un e-
fecto protector, tanto sobre el control sin colorante como sobre la foto

oxidacion de la enzima (Fig. 11). En la tabla kl se resumen los valores
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Figura 11, Cinética de inactivacibn de La glucoquinasa por fo-
tooxdidacibn con rosa de bengala, en presencia Y audencia de
Los sustratos. La mezcla de reaccidn contenfa: Tris-HC] 90 mM,
pH 8,0; rosa de bengala (R.B.) 6 x 10-° mM; EDTA 0,06 mM; DTT
0,06 mM; KC1 60 mM y 0,1 unidades de glucoquinasa provenientes
de la etapa de Sefarosa (actividad especifica 31,1 U/mg de
protefna). Las concentraciones de los sustratos MgATP y glu-
cosa fueron 5 y 100 mM respectivamente. En los controles se
hacfa la iluminacién en ausencia del colorante. E] procedi-
miento experimental se detalla en Materiales y Métodos.
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TABLA |1

Proteceifn por sustratos de La fotooxidacibn de gluco-
quinasa de hfgado de nata.

Constante de inactivacidn

Adicidn

ki obs €n min~!
Nada 0,010
MgATP + Glc 0,005
RB.* 0,045
R.B. + MgATP + Glc 0,016

Los ensayos de actividad fueron realizados como se
describe en la figura 11. Las concentraciones de ATP
Y glucosa fueron 5 y 50 mM respectivamente., La con-
centracidn de MgCly fue de 5 mM.

1R.B. = rosa de bengala.
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de las constantes de inactivacién de seudo-primer-orden (k: obs)‘ La pro

con sustr. - k

teccién por los sustratos [100 (k: .
1
i

bs SiN sustr.)/

bs o

k sin sustr.] fue de 65%.

obs

Para precisar si la proteccidn se debfa a sélo uno de los sustra-
tos, se estudid la inactivacidn en ausencia de sustrato y en presencia
de cada uno por separado y en conjunto, comparandose los valores de la
actividad residual a los 60 minutos de inactivacidén, con respecto a los
controles con los mismos componentes en ausencia de rosa de bengala. En
la figura 12 se observa que ATP, pero no glucosa tiene efecto protector.
H92+ parece no influfr sobre la fotooxidacién, pues MgATP presenta un
efecto protector similar al de ATP. En otras quinasas no ha sido estu-
diado, a nuestro conocimiento, el efecto del ATP sobre la fotooxidacidn.
Sin embargo, se ha encontrado que la fosfofructoquinasa (Setlow y Man-
sour, 1970) y la glucoquinasa microsomal (Berthillier y Got, 1972), al
ser fotooxidadas pierden su capacidad de ser inhibidas por ATP. Esto
podria sugerir una relacidn entre el residuo de aminodcido oxidado y la
unién del ATP,

Como la glucoquinasa necesita para su estabilidad de la presencia
de KCl1 y de protectores de tioles, entre otros, se probé si la baja con-
centracidn de estos protectores en el medio de reaccién podfa contribufr
a la inactivacion de la enzima por la fotooxidacién. La concentracién
de KC1 entre 60 y 300 mM no tuvo efecto significativo sobre la cinética

de inactivacién. La incubacidn de la enzima con DTT 10 mM por 30 minutos,
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Figura 12. Efécto protectoi de Los sustratos dobkie La fotooxi-
dacibn de La glucoquinasa pok rosa de bengala. El medio de
reaccion y la concentracidn de los sustratos fueron iguales

a los descritos en 1a figura 11: La aétividad remanénte fue
medida a los 60 minites dé inlciada ia reaccién. El efecto

de la fotooxidacisdn sé eéxpresa como el cuociente entre las
actividades remanéntés en soluciones de igual compdsicidn

con rosa de befigaia (R.B:} y sin R.B.
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al tiempo cero y después de 80 minutos de fotooxidacidn, no produjo reac
tivacién de la enzima, indicando la ausencia de grupos tioles oxidados

que fuesen reducidos por el DTT.

Estudio de Los nesiduos de cisfeilna. Este estudio se realizd utilizando
dos preparaciones con diferente actividad especifica. Inicialmente se u-
sd una enzima proveniente de la etapa de cromatografia de afinidad (Sefa-
rosa) (actividad especifica alrededor de 30 U/mg de protefna), y mis tarde,
preparaciones provenientes de la etapa de purificacién de Sephadex (acti-
vidad especifica alrededor de 1,5 U/mg de proteina). Esto resultd del
hecho que 1a enzima mis pura se inactivaba espontdneamente al diluir la en
zima en ausencia de los protectores de grupos tioles {DTT o 2-mercaptoéta
nol) que habfan acompafiado a la enzima durante su purificacidn. Se dedi-
did entonces realizar la modificacidén de residuos de cisteina con DTNB,

en la preparacidn de menor actividad especifica. En otros estudios sobre
modificacién quimica, probablemente de residuos de cisteina, de glucoqui-
nasa y de hexoquinasa B, altamente purificadas, ha debido realizarse el
tratamiento de la enzima en presencia de glicerol (Connolly y Trayer,
1979b) o glucosa (Connolly y Trayer, 1979a), respectivamente. Mostraremos
primero los resultados sobre inactivacion por dilucidén, que parecen corres

ponder a una oxidacidn por oxfgeno.

Oxidacibn espontdnea. En estos estudios preliminares se usS la glucoqui-

nasa purificada hasta la etapa de Sefarosa. En ausencia de protectores
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de grupos tioles, se observa con esta preparacidén una rdpida pérdida de
la actividad glucoquindsica al diluir la enzima en un medio en que se
harfa eventualmente el tratamiento con reactivos de tioles. Esta inac-
tivacién se sobrepone a la inactivacion de la enzima concentrada, como
se observa en la figura 13. La reaccidn sigue una cinética donde puede
distinguirse una fase rdpida, de 4 a 5 minutos de duracidn, seguida de
al menos otra fase lenta hasta alcanzar aproximadamente un 40% de la ac
tividad inicial. Las constantes de inactivacién de la primera fase

(k: Obs), obtenidas de las diluciones hechas a los 9, 35, 61 y 86 minu-

tos después de la eliminacidn del DTT, fueron 0,058, 0,058, 0,048 vy

0,070 min-], respectivamente.

Reactivacibn porn DIT y protecedlbn por sustrhatos. La inactivacion espon-
tdnea en ausencia de protector de tioles era revertida completamente al
agregar DTT, lo que es un buen indicio de que ella corresponde a una oxi
dacién de residuos de cistefna de la enzima. En la figura 14 se observa
que la inactivacidén realizada en presencia como en ausencia de glucosa
es revertida por DTT. E] ensayo de inactivacién se hizo seglin un proto-
colo similar al de 1a figura 13, lo que explica que en ausencia de glu-
cosa la recuperacidn supere el 100% pues hubo una inactivacidn previa al
ensayo, que también es revertida por el DTT. La inactivacion fue bifasi
ca, con una constante de inactivacidn k: abs en presencia de glucosa de

0,095 min-] y una k: Obs‘del control de 0,088 min-l. Estos resultados
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Figura 13, Cinética de La inactivacidn espontdnea de La glu-
coquinasa en ausencia de protectores de grupos tioles. EI
medio de incubacidén contenfa: glicil-glicina 64,8 mM, pH 8,0;
EDTA 0,7 mM; KC1 570 mM y aproximadamente 0,2 unidades de en-
zima proveniente de la etapa de Sefarosa (actividad especT-
fica 31,1 U/mg de protefna). La deteccién de actividad enzi-
mitica se realizd como estd descrito en Materiales y M&todos
para la inactivacidn por DTNB. La cinética de inactivacidén

se inicidé por dilucién (3,3 veces) de la enzima en los tiempos
indicados por el punto inicial de cada curva, luego de haber
eliminado el DTT. La 1Tnea punteada que une los puntos ini-
ciales muestra la cinética de inactivacidn de la enzima sin
diluir y es el tiempo cero para cada experimento en que se
diluyd la enzima.
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Figura 14. Cinética de inactivacién espontdnea en ausencia
de DTT y nrecuperacién de La actividad de glucoquinasa. El
protocolo experimental y el medio de reaccidn fueron simi-
lares a lo descrito en la figura 13, excepto que en uno de
los ensayos se usé glucosa 100 mM, y que en ambos ensayos
se agregd DTT 10 mM al tiempo indicado. El minuto cero co-
rresponde al momento de la dilucién, como en la figura 13,
El control corresponde a la dilucidn hecha 9 minutos después
de eliminar el DTT y el experimento con glucosa 25 minutos
mds tarde.
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muestran que no hubo proteccidon debida al sustrato glucidico, lo que se
confirmd en otros experimentos en los que se alternd el orden, haciendo
primero el experimento con glucosa y a continuacidn el control sin sus-
trato.

Se estudid también el posible efecto protector del sustrato nu-
cleotidico. En la figura 15 se muestra que la adicién simultdnea de
MgATP y glucosa no modifica la inactivacion espontdnea de la glucoquina
sa, siendo igual la constante de inactivacidn k: obs (0,09 min-]) ala
del control sin los sustratos. EIl ATP solo y el ATP sin Mg2+ mas gluco

sa tuvieron un efecto protector, revelado por una k? ps Menor, 0,05 vy

obs
0,03 min-I, respectivamente. El efecto del Mgz+ no fue especialmente es

tudiado.

Proteccdidn por glicerof. Como el glicerol es un estabilizante de la en-
enzima, se probd su efecto sobre la enzima diluida en ausencia de DTT.
En la figura 16 se observa que el glicerol protege a la enzima de la inac
tivacion espontanea, en su primera fase. Las k: abia aproximadas fueron
de 0,08, 0,05 y 0,02 min-l para el control y para 10 y 20% de glicerol,
respectivamente. Estos resultados sugieren que el mecanismo estabilizan
te del glicerol es, al menos en parte, favorecer una conformacién donde
queden menos expuestos los grupos sulfhidrilos susceptibles a la oxida-
cidn.

Como resumen de este conjunto de experimentos podemos concluir que

la inactivacidon espontdnea de la glucoquinasa altamente purificada, en
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Figura 15, Efecto de Los sustratos sobre La cinética de inac-
tivacidn esponténea de La glucoquinasa. El medio de reaccidn
fue similar al descrito en la figura 13, excepto que se agre-
garon a &ste, donde se indica, glucosa, ATP y MgCl, en con-
centraciones de 50, 2,5 y 10 mM respectivamente. La cinética

de inactivacién se inicié igual como se describe en la figu-
ra 13.
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Figura 16. Efecto def glicerol sobre La cinética de inactiva-
eLbn espontdnea de La glucoquinasa en ausencia de protectores
de grupos tioles. El medio de reaccidén fue similar al des-
crito en la figura 13, excepto que se agregd glicerol en las
concentraciones que se indican. La cinética de inactivacidn
se inicid al diluir la enzima 3,3 veces en el medio de reac-

cidn.




62

ausencia de protectores de grupos tioles, se debe a la oxidacién, posi-
blemente por el oxigeno atmosférico, de algunos residuos de cistefna.
Algunos de ellos estarian especialmente accesibles y serfan responsables
de la fase de inactivacién rdpida. Los sustratos glucosa y MgATP, a
concentraciones saturantes, no son capaces de proteger a la enzima de es
ta oxidacién, en cambio el ATP (sin Mgz+) parece disminuir la inactiva-
cién. En forma dependiente de su concentracién, el glicerol puede dis-

minuir la fase de inactivacién répida.

Modigicacibn por DTNB. Como se explicé antes, estos estudios se hicie-
ron con preparaciones de glucoquinasa purificada hasta la etapa de Sepha
dex (actividad especifica alrededor de 1,5 U/mg de protefna), que eran
bastante estables, pues no perdfan actividad al ser guardadas hasta dos
meses en el refrigerador en las condiciones de elucién (mezcla salina

con KC1 0,3 My DTT 1 mM).

Cinética de La inactivacibn. Se realizé el tratamiento de la enzima con
DTNB en un rango de concentraciones de 10-3 a2 x 10-] mM. En un grafi-
co semilogaritmico de actividad remanente en funcién del tiempo (Fig.17a),
se observa que la cinética de inactivacién observada es multifdsica vy
que cada fase es de seudo-primer-orden con respecto a la concentracidén

de enzima activa. En la primera fase se alcanza entre un 70 y un 80% de

inactivacién en los dos primeros minutos de la reaccién con concentracio

nes de DTNB entre 10 > y2x10 ' mM. La segunda fase serfa
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Figura 17. Inactivacibén de glucoquinasa de higado de rata con
DTNB. Allcuotas correspondientes a 114 mU de glucoquinasa se
trataron con diferentes concentraciones de DTNB bajo las con-
diciones descritas en Materiales y Métodos. La reaccidn se i-
nicidé con la adicidén de la enzima. a) Grafico directo del lo-
garitmo de la fraccidén de actividad residual en funcién del
tiempo, a diferentes concentraciones de DTNB. b) Grafico de
dobles recuprocos de la constante de inactivacidén de la pri-
mera fase (k orreg ) calculada a partir de los datos del re-
cuadro del gra?nco a2 en funcidn de la concentracidn de DTNB.
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responsable de un 10 a 15% de inactivacién de la enzima original en el
perfodo estudiado. Esta fase es aproximadamente cuatro veces mis lenta
que la primera y la tendencia parece ser llegar a la inactivacidn comple
ta.

La inactivacion por DTNB es revertida por DTT (Fig. 18), al menos
en la primera y segunda fase, lo que indica la formacién de disdlfuros.

Al estudiar la variacidon de la constante de velocidad de inactiva
cidén de la primera fase (k: obs) en funcidon de la concentracién de DTNB,
se observé una relacidn hiperbdlica, que sugiere saturacién de la enzima
por DTNB. Esta situacidn permite establecer una analogfa entre el fené-
meno de inactivacién y el fendmeno general de interaccién enzima-1igando.
La formacidn del complejo reversible enzima-DTNB llevarfa posteriormente
a la liberacidn de enzima inactiva, irreversiblemente modificada, y del
anion TNB. Se puede, entonces, describir la reaccidn de inactivacidn de
la siguiente manera:

k complejo k

enzima + DTNB .,'—'_-—".]__. enzima-DTNB iy enzima inactiva + TNB (1)

k-l

donde k, vy k_, son las constantes de velocidad de formacién y de disocia
cion del complejo enzima-DTNB, respectivamente, y k2 es la constante de
velocidad de la inactivacién del complejo enzima-DTNB, para dar enzima
irreversiblemente modificada (Glazer y col., 1975; Connolly y Trayer,

1979a) .
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Figura 18. Reactivacidn porn DTT de La glucoquinasa inactivada
‘ por DTNB. En cada experimento se inactivaron 108 mU de gluco-
quinasa con DTNB 2 x 10~® mM, como se describe en Materiales
y Métodos. En tres experimentos consecutivos se agregd DTT
10 mM (concentracién final) después de 3, 5 y 10 minutos de
inactivacidn (se indica con flechas en la figura). (e ), ex-
perimento control en ausencia de DTT; ( O ), reactivacidn con
DTT de la enzima parcialmente inactivada.
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Este mecanismo se describe por la ecuacidn siguiente, cuya deriva

cidn se encuentra en el Apéndice A, p. 176.

kz (DTNB)

Kd + (DTNB)

donde K, = k_,/k,

Para el calculo de los valares de las constantes se puede usar la

ecuacidn linearizada:

1

% (3)
k (DTNB)

1l
+

El grafico del reciproco de ki obs ©" funcién del reciproco de la
concentracidén de DTNB mostrd una relacidn lineal, que permitid calcular
la constante de velocidad de la inactivacién k2’ cuyo valor fue 0,833|nh;§.
Este grafico también permitié calcular la constante de disociacién (Kd)
del complejo enzima-DTNB, que fue de 6,67 x 107 M (Heberlein, 1979). Es-
tos valores estdn alterados por la contribucién de las otras fases de i-
nactivacion a k:. Al suponer que la inactivacién llega a ser total, se
puede corregir la k: observada (k: ohs) (Ray y Koshland, 1962) y los va-
lores de k, y K, resultantes del grdfico de dobles recfprocos (fig. 17b)
son 1,62 min-] ¥V 9,1 % 10"7 M, respectivamente.

Si el mecanismo de inactivacién fuera el siguiente:
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k!

enzima + DTNB — L &+ enzima inactiva + TNB (4)

le corresponderfa una ecuacidn en que al calocar en un grafico 1/k: en
funcion de 1/DTNB resultarfa una linea recta que parte desde el origen,
lo cual no es nuestro caso (ver Apéndice A, p. 175).

Al inactivar la glucoquinasa con DTNB 2 x 10-3 mM a distintas tem
peraturas se observé que la velocidad de inactivacién se hacia mayor al
aumentar la temperatura desde 0° hasta 30° (Fig. 19a). Al hacer un gré-
fico del logaritmo de k! corregida (k! ) en funcidn del recfiproco

i i correg
de la temperatura absoluta, gridfico de Arrhenius, se obtiene una relacidn
lineal (Fig. 19 b) que permite calcular la energfa de activacidn del pro-
ceso, cuyo valor es 15,17 kcal/mol.

La cinética de inactivacién multifasica indica que el fendmeno no
es simple. En estudios recientes de inactivacién por DTNB de la hexoqui
nasa A de cerebro se dice que el proceso es complejo, con al menos tres
fases aparentes de seudo-primer-orden en presencia y en ausencia de ligan
dos (Wilson, 1979); en un trabajo anterior Chou y Wilson (1974) (del mis-
mo laboratorio) no mencionan el fendmeno para la inactivacidn en ausen-
cia de ligandos. EIl tratamiento de la misma enzima con DTNB ha mostrado
la existencia de varias poblaciones de grupos SH, que se diferencian en-
tre s por su reactividad con DTNB, medida no ya por la inactivacidn de
la enzima sino por la absorbancia del TNB resultante de los grupos modi-

ficados (Redkar y Kenkare, 1975).
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Figura 19. Inactivacidn de La glucoquinasa a difenrentes tem-
peraturas. Se modificaron 96 mU de glucoquinasa por experimen-
to, como se indica en Materiales y Métodos, con DTNB 2 x 10~3%
mM, en bafios termoregulados a diferentes temperaturas entre
0° y 30°. a) Grafico semilogarftmico de la fraccién de acti-
vidad residual en funcidn del tiempo, a diferentes tempera-
turas de modificacidn, que se indican en la figura. b) Gria-
fico del logaritmo de k}{ correg, expresada en min~!, en fun-
cidén de 1/T, segln Arrhenius. La energfa de activacidn para
el proceso de inactivacidén obtenida de la pendiente de este
grafico es de 15,17 kcal/mol.
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La velocidad de inactivacién es una medida cinética indirecta de
la reactividad de los grupos tioles y sélo se puede concluir que la pri
mera fase de inactivacidn corregida corresponderia a una poblacién de
grupos tioles que reaccionan rapidamente y que son responsables del 60%
de inactivacidn. Las otras fases de inactivacidon no han sido estudiadas,
pero se podria especular diciendo que €stas se deberfan a la reaccidn de
grupos tioles no expuestos y que sblo aparecerian después de la primera
fase de reaccidon por cambios conformacionales simultdneos o secuencia-
les de la enzima que distorcionarfan el sitio activo. También es posi-
ble pensar que parte de la inactivacién lenta sea ocasionada por los cam
bios conformacionales mismos que son la consecuencia de la modificacién
inicial de grupos tioles. La reactivacidn por DTT de la enzima modifica
da con DTNB (Heberlein y col., 1979) prueba en todo caso, que la inacti-
vacidn se debe esencialmente a la modificacidén de grupos tioles.

La variacidn de la constante de inactivacidén de la primera fase
con la temperatura, a una concentracidn habitual de DTNB (2 x 10-3 mM) ,
muestra que esta fase corresponde a un fendmeno homogéneo, si se consi-
dera la linearidad del grafico de Arrhenius. La existencia de mds de un
proceso simultdneo s6lo podria aceptarse si €stos poseyeran igual ener-
gfa de activacidn. La energia de activacidon de este proceso resulté ba-
ja (15,17 kcal/mol), si se compara con los valores obtenidos para la

inactivacidn de la hexoquinasa de levadura por 2-(N-bromoacetil)-D-galac

tosamina (5 a 60 kcal/mol en dos rangos de temperatura) (Otieno y col.,
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1977). Sin embargo, esta super-reactividad de los grupos tioles de la

primera fase, no serfa tan excepcional. En efecto, en otras enzimas, co
mo fosfofructoquinasa y papaina (Cohen, 1970), se ha observado que cier-
tos residuos tioles reaccionan con DTNB a una velocidad hasta 20.000 ve

ces mayor en la enzima nativa que en la enzima desnaturalizada.

Pérdida de fa susceptibilidad a £La aceibn del DINB, Como ya se dijo, la
glucoquinasa purificada hasta la etapa de Sephadex es estable aproximada
mente dos meses, si se mantiene a 4°. Sin embargo, la susceptibilidad a
ser inactivada por DTNB permanece estable sblo alrededor de un mes, pro-
.duciéndose entonces el hecho, aparentemente no descrito, de una clara di
sociacidn entre la pérdida de la actividad catalftica y la posibilidad
de que la enzima sea inactivada por el reactivo de grupos sulfhidrilos.
En la figura 20 se ilustra una de dos preparaciones en la que se observd
el mismo fendmeno. Después de aproximadamente treinta dias desde su ob-
tencién, la enzima comenzaba mds o menos abruptamente a perder la suscep
tibilidad a la accién del DTNB (2 x 10-3 mM), lo que se manifestaba como
una disminucidn del valor de k; obs ° partir de su valor inicial de

0,5 min_l. Alrededor del dfa 60, 1a k: obs 1legaba a cero y la enzima
comenzaba a inactivarse con rapidez.{Fig. 20). Es importante hacer ;o-

tar que en el momento en que la enzima se hace inerte a la accidn del

DTNB, alin mantiene alrededor de un 90% de su actividad catal tica.
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Figura 20. Vardiacibn en el Ziempo de La actividad de La glu-
coquinasa y de su susceptibilidad a La accibn def DTNB. La
susceptibilidad al modificador se expresa como el valor de

: obs €on DTNB 2 x 10~% mM. El tiempo corresponde a los dfas
de a?macenamiento desde la preparacién de la enzima. (e ),

actividad enzimdtica; ( O ), constante de inactivaci®dn k% obs *
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En la glucoquinasa envejecida ha sido descrita una oligomeriza-
cidn, acompafiada de una desaparicidn de la sigmoidicidad de la funcidn
de saturacidn con glucosa (Niemeyer y col., 1975 b). En consideracidn
a esto, en la enzima insensible al DTNB se midieron los valores del coe
ficiente de Hill (nH) y de KO_S que fueron 1,42 y 4,65 mM, respectivamen
te (Heberlein y col., 1979). Ellos son similares a los valores que ca-
racterizan a la enzima fresca (1,5 y 5 mM) (Cardenas y col., 1979). Los
experimentos se realizaron durante la fase de inactivacion de la enzima,
en el momento en que adn se mantenia un 50% de su actividad inicial (dfa
68 en la figura 20). Por lo demds, la enzima envejecida no cambid su
peso molecular, a juzgar por el comportamiento en columnas de Sephadex
(Heberlein, 1979). La enzima en estado de avanzada purificacién (etapa
de Sefarosa) tampoco experimentd cambios en la filtracién en gel al inac
tivarse parcialmente por oxidacién espontdnea.

La pérdida de la susceptibilidad al DTNB puede resultar de una
oxidacidén de los grupos tioles en estudio, o de una distorsidn en la es-
tructura terciaria de la enzima, que impedirfa la reaccidn de esos tioles
con DTNB. Para diferenciar entre estas posibilidades se tratd con DTT a
la enzima no susceptible al DTNB. En dos preparaciones diferentes de en
zima se observé una recuperacidn de la susceptibilidad al DTNB, después
de hacer sido incubadas con DTT 10 mM durante 90 minutos y posteriormente
tratadas de la manera habitual para eliminar el DTT. Simultdneamente

hubo reactivacidn de la enzima. Sin embargo, la recuperacidn de la
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susceptibilidad no era completa, obteniéndose valores de k:

pre aproxi.
madamente iguales a un medio (0,25 min-l) de los originales (Heberlein
y col., 1979). Tampoco la recuperacién de la actividad fue completa en
las preparaciones envejecidas durante tiempos prolongados.

Los estudios realizados con la glucoquinasa que habfa perdido la
susceptibilidad a ser inactivada por DTNB, tales como medicién de peso
molecular, reactivacidn y resensibilizacién por DTT, indican que el fend
meno se deberfa a la formacién de uno o varios puentes de disdlfuros in-
tramoleculares, descartdndose la posibilidad de formacion de agregados
moleculares con enlaces S-S intermoleculares. Al estar los grupos tioles
en forma de disdlfuros, no estarfan disponibles para reaccionar con DTNB
y, por lo tanto, no se producirfa la inactivacidon de la enzima por causa
de la modificacidn quimica. La oxidacidén de los residuos SH para formar
enlaces disdlfuros durante el almacenamiento podria deberse al oxfigeno
atmosférico, a pesar de que la solucidon de enzima contenia inicialmente
DTT 1 mM. Esto estd de acuerdo con los resultados discutidos anteriormen
te.

'La disociacion entre la actividad de la enzima y la susceptibili-
dad al DTNB nos indica que los grupos tioles responsables de la primera
fase de inactivacidon no participan directamente en la funcién catalftica,
aunque pudieran ser importantes para estabilizar una estructura enzimati

ca activa.
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Efecto de Los sustratos y productos sobre La inactivacibn por UTNB. Pa
ra la deteccidn y cuantificacion de las interacciones entre la glucoqui-
nasa y diversos ligandos, se traté la enzima con DTNB 2 x 10-3 mM, en
ausencia y en presencia de cada uno de los sustratos y productos de la
reaccidon que cataliza. La glucosa 100 mM tuvo un fuerte efecto protec-
tor de la inactivacién por DTNB (Fig. 21), pues disminuyd k: abis desde
0.54 min! (experimento control) hasta 0,02 min-1, lo que equivale a 96%
de proteccidon. El efecto residual que se observa con glucosa 100 mM es
del mismo orden que la inactivacidn espontdnea en ausencia de modifica-
dor, y corresponde a un proceso aparentemente monofdsico que se extiende
al menos hasta los 20 minutos de tratamiento con DTNB y glucosa (Honastg
rio y col., 1979 b).

El sustrato nucleotidico tiene s6lo un leve efecto sobre k: ahe
el MgATP 5 mM disminuye k: prm hasta 0.42 min_1, lo que equivale a un
22% de proteccidn. El1 ATP sin Mgz+, tiene un efecto semejante al del
MgATP, sin embargo la contaminacién por ADP (5,9% determinado por titula
cién con la reaccidn acoplada de piruvato-quinasa y lactato-deshidrogena
sa, (Materiales y Métodos) podrfa dar cuenta de aproximadamente un 10%
de proteccidn. EI ng+ no tendria efecto protector. La presencia simul
tdnea de glucosa 100 mM y ATP 5 mM ejerce una proteccidon ligeramente ma-
yor que la de glucosa sola (Fig. 21).

El efecto de los productos de la reaccidén sobre la cinética de

inactivacidén se estudid realizando el tratamiento con DTNB en presencia

de glucosa-6-fosfato 100 mM o de MgADP 5 mM (o ADP 5 mM), como se
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Figura 21, Modificacién de La glucoquinasa en presencia de
Los sustratos de La reaccdibn que cataliza. Se modificaron
120 mU de glucoquinasa por experimento, como se describe en

Materiales y Métodos,

con DTNB 2 x 10~°

mM,

en ausencia (e )

y en presencia de ATP 5 mM ( A ), MgATP 5 mM ( A ), glucosa
100 mM ( O ), y glucosa 100 mM m&s ATP 5 mM ( w ).
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observa en la figura 22. EI glucosa-6-fosfato no tiene efecto protector;

aiin mds, produce un leve aumento de k: " desde 0,51 min-1 (experimento

ob
control) hasta 0,63 min-l. Sin embargo, el MgADP y el ADP disminuyen

k: ibs hasta 0,17 mi‘n-1 (67% de proteccidn). Como el efecto protector
de un ligando (L) es dependiente de la concentracion de éste, se pudo
determinar la constante de disociacién (KD) del complejo enzima-1igando
con una concentracidn subsaturante de DTNB (M), de acuerdo a la siguien-

te ecuacidn, cuya derivacidn se da en el Apéndice A (p. 180).

1 1 d d

x L (5)
K obis  ¥2 25D

3

Con este fin se tratd la enzima con DTNB 2 x 1077 mM y en presen-
cia de diferentes concentraciones de ligandos, que variaron en un rango
entre cero y cinco a diez veces el valor de las KD resultantes de experi-
mentos preliminares. Resultados preliminares obtenidos recientemente
(Monasterio et al., 1980) indican que, al menos para glucosa y 2-desoxi-
glucosa, puede calcularse un valor dnico de constante de disociacidn del
complejo que contiene el ligando, debido a que en graficos semejantes a
los de las figuras 23 y 24, al usar concentraciones variables de DTNB,

las rectas concurren en un punto situado en la abscisa. Esto indicarfa

una interaccidn delligando tanto con la enzima libre como con el complejo
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Figura 22. Modificacibn de La glucoquinasa en presencdia de
Los productos de La neaccibn que cataliza. Se modlflcaron

116 mU de glucoquinasa por experimento con DTNB 2 x 107° mM,
como se describe en Materiales y Métodos, en ausencia ( O )
y en presencia de glucosa-6-fosfato 100 mM ( ® ), ADP 5 mM

(A ) y MgADP 5 mM ( A ).
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Efecto de La concentracién de glucosa sobre La

constante de velocdidad de Lnactivacibn por DTNB. Se lnactt-
vé la glucoquinasa (95 mU por experimento) con DTNB 2 x 10~

mM, como se
diferentes

locidad (ki
concentraci

indica en Materiales y M&todos, en presencia de
concentraciones de glucosa. Las constantes de ve-
obs) respectivas se graficaron en funcidn de la
é6n de glucosa.




79

o
20t
0]

c

e |
3
.

<10}

)3
/T-O Ko 28,94 mM
0 ’ 100 200 300

[2-Desoxiglucosa],mM

Figura 24. Efecto de La concentracdidn de 2-desoxiglucosa s0-
bre La constante de velocdidad de inactivacibn por DTNB, Se
inactivaron 112 mU de glucoquinasa por experimento segln la
metSdica descrita en la figura 23.
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enzima-DTNB, con igual constante de disociacidn, la que denominamos KD'

En las figuras siguientes se ilustran los resultados tTpicos que
permitieron calcular las KD ap para glucosa (Fig. 23), 2-desoxiglucosa
(Fig. 24) y ADP (Fig. 25), cuyos valores en estos experimentos fueron
2,53 mM, 28,94 mM y 3,10 mM, respectivamente.

1

i obs) "

Si en lugar de la constante de inactivacién observada (k
utilizan los valores corregidos por la participacién de la segunda fase
(y siguientes), se obtienen valores iguales dentro de las variaciones es
tadisticas esperadas.

El AMP, que es un andlogo estructural del ATP y del ADP mostrd
efecto protector de la inactivacién. A diferencia de todos los ligandos
protectores anteriores, el AMP mostrd un comportamiento parabdlico al di
bujar el grafico del reciproco de la constante de inactivacién k: obs "
funcién de la concentracidén del AMP (Fig. 26). Este resultado fue repro
ducible y sugiere que la accidn del AMP resulta de la unién a la enzima
de mis de una molécula ligando. Al linearizar el comportamiento parabd-
lico, en un grafico del reciproco de la constante de inactivacidon en fun
cidn del cuadrado de la concentracidn de AMP, el valor de la interseccién
de la recta en la abscisa fue de 10,5 mM.

En un intento por conocer mejor las interacciones de la enzima
con los diferentes ligandos en su papel protector, y establecer si exis=-

te un sitio comdn para los nucledtidos y otro para los azdcares, se

realizaron estudios preliminares en que se hacfan actuar combinaciones
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Figura 25. Efecto de La concentracifn de ADP sobre La cons-
tante de velocidad de inactivacibn por DTNB, Se inactivaron
90 mU de glucoquinasa por experimento segiin la metédica des-
crita en la figura 23.
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Figura 26, Efecto de La concentracdidn de AMP sobre La cons-
tante de velocidad de Linactivacibn porn DTNB, Se inactivaron

108 mU de glucoquinasa por experimento seglin la metddica des-
crita en la figura 23,
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de ligandos. Por ejemplo se usd ATP junto con ADP o con AMP y, entre
los azicares, glucosa junto con glucosa-6-fosfato. En la tabla 111l se
muestra que el efecto del AMP es igual al de AMP mds ATP, en cambio, la
proteccién ejercida por ADP + ATP es mayor que la de ADP solo. Por otro
lado, glucosa 4 mM (concentracidn no saturante) presenta un 63% de pro-
teccidn y en presencia de glucosa-6-fosfato 5 mM este efecto es incremen
tado hasta un 79%. Discutiremos mds adelante estos resultados prelimina
res en relacidn con la informacién obtenida de los experimentos de ciné-

tica (ver Discusidn).

CINETICA

Efecto de Los susiratos sobre La velocddad inicial. Se estudid la in-
fluencia de la concentracidn de dGlc en un rango de concentraciones de
4L a 100 mM, sobre la velocidad inicial, a diferentes concentraciones fi
jas de MgATP. En la figura 27 se observa que al hacer un gréfico de la
variacién de la velocidad en funcién de la concentracidn de dGlc, de a-
cuerdo a Hill (1913), a dos concentraciones de MgATP, 0,2 y 10 mM, la
pendiente no varfa y el valor del coeficiente de Hill es igual a 1, con

firmando observaciones de este laboratorio (Niemeyer y col., 1978).




TABLA 111

Protecedibn por Ligandos de La inactivacibn de La gluco-
quinasa producida porn DTNB.

Ligando Concentracidn % Proteccién
(mM)
AMP 20 65
AMP + ATP 20y 5 66
ADP 5 45
ADP + ATP 5vy5 77
Glc L 63
Glc + Glc=-6-P L y 5 79

84

Se muestra el porcentaje de proteccidn producido por los

di ferentes ligandos, calculado de la siguiente manera:
? obs &N Presencia del ligando
% Proteccién = | 1 - x 100
k! del control
i obs

Las condiciones experimentales fueron similares a las
empleadas en la figura 21.
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Figura 27. Grdfdico de H{LL de La funcibn de saturacibn de glu-
coquinasa usando ?2-desoxdglucosa como susdtrato, Las velocida-
des iniciales fueron medidas a 30° en Tris-HC1 80 mM, pH 8,0,
conteniendo NADH 0,37 mM; KC1 100 mM; MgCl, 12 mM; DTT 1 mM;
2-desoxiglucosa (entre 4 y 100 mM);0,021 U/ml de glucoquinasa;
0,97 U/ml de piruvato-quinasa y 0,41 U/ml de lactato-deshidro-
genasa. Las concentraciones de ATP corresponden a la del nu-
cleGtido libre. Las velocidades iniciales se expresan en to-
dos los grificos de cinética (hasta la figura 45) como mU/20
por ml,
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Para estudiar el orden de interaccidn de los sustratos con la en
zima se variaron las concentraciones de dGlc y MgATP simultdneamente, en
tre valores iguales a las Km y 9 veces la Km' y con los mismos datos se
hicieron los graficos del reciproco de la velocidad en funcién del reci
proco de la concentracidén de cada uno de los sustratos. Se obtuvieron
lfneas rectas que se intersectaron a la izquierda de la ordenada y por
sobre la abscisa (Figs. 28 y 29). En los graficos secundarios de las
pendientes e intersecciones en funcidn del recfproco de la concentracidn
de los sustratos, se obtuvieron en ambos casos relaciones lineales (re-
cuadros de las figuras 28 y 29). Estos resultados estdn de acuerdo con
un mecanismo de tipo en secuencia, en que ambos sustratos se unen a la
enzima antes que aparezca el primer producto, pero no lo estdn con un
mecanismo ping-pong.

Los datos experimentales fueron adaptados a la ecuacidn de velo-
cidad inicial para un mecanismo en secuencia al azar en equilibrio ra-

pido u ordenado en régimen estacionario:

VAB
v = (6)
Kig * KB + KA+ AB

donde A representa la concentracién de dGlc y B la concentracidn de
MgATP; Ka y Kb son las respectivas constantes de Michaelis para Ay B
o las constantes de disociacion de los complejos ternarios en complejo

binario y cada uno de los sustratos y Kia la constante de disociacion del
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Figura 28. Grdficos de dobles neclprocos donde 2-desoxigluco-
da es el sustrato variable a difenentes concentraciones §ijas
de MgATP., Las condiciones experimentales son las que se des-
cribieron en la figura 27, con otras concentraciones de sus-
tratos y minima diferencia en la cantidad de glucoquinasa. En
el recuadro se muestra el gridfico secundario de las pendien-
tes e intersecciones en funcidén del recfproco de la concen-
tracidn de MgATP,
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Figura 29. Grdfico de dobles nrecfprocos donde MgATP es el sus-
thato vardable a diferentes concentracdones fijas de 2-desoxdi-
glucosa. Las condiciones experimentales son las de la figura
28. En el recuadro se muestra el grdfico secundario de las
intersecciones verticales y las pendientes en funcidon del re-
ciproco de la concentracidn de 2-desoxiglucosa, omitiendo los
valores correspondientes a 2-desoxiglucosa 20 mM.
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complejo E-A, llamada también constante de inhibicidn para A (Cleland,
1963a) .

Los resultados no son compatibles con un mecanismo ordenado en e
quilibrio rdpido, en cuyo caso falta el término KB (Cleland, 1970).

Si bien usamos los grdficos de dobles reciprocos y los graficos
secundarios de ellos para diferenciar los mecanismos, como es habitual
(Cleland, 1963b; Fromm, 1975), para el cdlculo de las constantes cinéti
cas se empled el método de Hanes de linearizacidn para la ecuacidn 6, en
que se trazan en un grafico las lTneas correspondientes a S/v en funcidn
de S (Hanes, 1932). Por consideraciones estadisticas diversos autores
han insistido en la conveniencia de este método cuando no se da peso a
los puntos (Wilkinson, 1961; Dowd y Riggs; 1965; Cornish-Bowdeny Eisen-
thal, 1974). En nuestro caso los puntos experimentales se adaptaron me
jor a las lineas de regresién y los valores de las constantes eran mas
semejantes de un experimento a otro con este linearizacién que con la de
Lineweaver-Burk. Las figuras 30 y 31 corresponden al mismo experimento
de las figuras 28 y 29. Las constantes se obtuvieron a partir de los
gréficos secundarios de los valores de las pendientes o de las intersec
ciones en funcién de los valores reciprocos de las concentraciones varia
bles de los sustratos fijos (recuadros de las figuras 30 y 31). Los gra
ficos secundarios de las pendientes suministran los valores de K, v Ky»

ya que las intersecciones de las rectas con las abscisas dan directamente
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Figura 30. Efecto de La concentracibn de 2-desoxiglucosa so0-
bre La velocdidad inicial de La neaccibn catalizada por glu-
coquinasa. Las condiciones del medio de ensayo son las de la
figura 28. En el recuadro se muestra el grafico secundario
de las intersecciones verticales y las pendientes en funcidn
del reclproco de la concentracién de MgATP,
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Figura 31. Egecto de La concentracdibn de MgATP sobre La velo-
cidad indicial de La neaccdfn catalizada porn glucoquinasa. Las
condiciones del medio de ensayo son las de la figura 28. En
el recuadro se muestra el grafico secundario de las intersec-
ciones verticales y las pendientes en funcién del reciproco
de la concentracidén de 2-desoxiglucosa.
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- I/Ka y - I/Kb, cuando las abscisas son 1/dGlc y 1/MgATP, respectiva-
mente. Los graficos secundarios de las intersecciones proporcionan los
valores de Kia y Ka/KiaKb’ pues las intersecciones de las rectas con las
abscisas corresponden a - I/Kia y —Ka/KiaKb cuando las abscisas son
1/dGlc y 1/MgATP, respectivamente. Los valores de las constantes corres
pondientes al promedio de tres experimentos se muestran en la tabla |V.
En un mecanismo en .secuencia al azar en equilibrio rapido se cumple la
relaciodn KaKib = KbKia por la cual puede conocerse el valor de K[b’

Se utilizd también como criterio para postular un mecanismo en se
cuencia, en contraposicién a un mecanismo ping-pong, el hecho que existe
una relacidon parabdlica entre el reciproco de la velocidad y el reciproco
de la concentracidén de sustrato, cuando ambos se mantienen en una relacidn
constante (Gulbinsky y Cleland, 1968; Garcés y Cleland, 1969; Tsopanakis
y Herries, 1975) (Fig. 32). El valor de la velocidad mdxima en este ex-
perimento se obtuvo como el valor inverso de la ordenada a concentracidn
infinita de los sustratos. En comparacién con el valor obtenido con glu
cosa como sustrato, la velocidad méxima con dGlc fue sdlo el 73% utilizan
do de una misma preparacién igual cantidad de enzima (recuadro de la fi-

gura 32)., Las preparaciones y las cantidades de enzima utilizadas en el

recuadro y en la figura fueron diferentes.




TABLA |V

Constantes cin€ticas para glucoquinasa detenmi-
nadas en estudios de velocdidad inicial.

Constante

cinétical Valores? (mM)
Kq 19,16 = 2,33
Kp 0,56 =+ 0,05
Kia 4o,67 = 3,30
Ka/Kia Kb 1,37 + 0,24

lldentificacidn de los subindices: a, dGlc;

b, MgATP.

2Los valores son el promedio de tres conjuntos
de datos y su error estidndar. Los valores de
velocidad mdxima para los tres conjuntos fue-
ron 17,7, 21,08 y 14,16 mU/ml.

3Corresponde a K., si el mecanismo es al azar
en equilibrio rdpido.
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Figura 32. Grdgdico de dobles reclprocos donde Las concentra-
ciones de 2-desoxiglucosa (o glucosa) y MgATP se variaron en
nazén constante. Las condiciones del medio de ensayo son si-
milares a las descritas en la figura 27. La razén entre la
concentracidn de 2-desoxiglucosa y MgATP ( O ) fue 50 y la
razén entre glucosa y el nucledtido ( ® ) fue 10. Los expe-
rimentos del recuadro se hicieron con la misma preparacidn
enzimdtica y en el mismo dTa; la concentracidn de MgCl, es-

tuvo presente en un exceso constante de 5 mM sobre la concen-
tracidn del nucledtido.
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AndLiais de La veloaidad inicial en presencin de Lnhibidones de punto
muento, andlogos de Los susinatos.

Para conocer el orden de interaccidn de los sustratos con la en-
zima, es decir, para diferenciar entre mecanismosal azar y ordenado, se
estudis el efecto de N-acetilglucosamina y de AMP sobre la velocidad i-
hicial al variar la concentracién de ambos sustratos, de acuerdo con el
protocolo experimental habitual en estoﬁ trabajos. Se sabe de estudios
cinéticos con glucogquinasa que la GicNAc es un inhibidor de tipo competi
tivo con respecto a glucosa (Salas y col., 1965; Gonzdlez y col., 1967).
Por otra parte, AMP ha sido utilizado como inhihidor de punto muerto, a-
ndlogo de ATP, para dilucidar el orden de interaccidn de los sustratos
con la hexoquinasa de levadura (Fromm y Zewe, 1962b) y con la hexoquina
sa de cerebro de bovino (Bachelard y col., 1971).

La inhibicién por estos andlogos de punto muerto puede ser anali
zada de acuerdo con la siguiente ecuacién, que vale para una inhibicidn
lineal mixta y que incluye todes los tipos comunes de inhibicidn (compg
titiva, no competitiva e incompetitiva) como casos especiales o asinté-
ticos:

Vs
(7)

v =
Km(_l + I/Kis) + S(1 + L/Kii).

donde V, velocidad maxima aparente; Km, constante de Michaelis aparente;

|, concentracién del inhibidor; S, concentracion del sustrato variable;
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Kis y Kii, constantes de inhibicién como las define Cleland (1963b) vy
que son obtenidas de los graficos secundarios de las pendientes (ilope)
y de las intersecciones (iptercept) en funcidén de la concentracidn del
inhibidor, respectivamente. Ver en el apéndice A, ""Andlisis del efecto
de inhibidores'" p. 152 para fundamentacidn de las ecuaciones correspon
dientes a un mecanismo secuencial BiBi.

Si al usar el inhibidor competitivo de cada sustrato se logra i
dentificar el tipo de inhibicién (no competitiva pura, mixta, incompeti-
tiva) en relacién con el otro sustrato, se puede tener cierto grado de
certeza sobre el mecanismo cinético de la reaccidén en la generalidad de

los casos.

Inhibicién pon N-acetilglucosamina al variar dGle y MgATP, Se estudié
el efecto inhibitorio de GlcNAc con dGlc como sustrato variable, a dife
rentes concentraciones fijas de MgATP. Al trazar un grifico del recipro
co de la velocidad en funcién del reciproco de la concentracidn del azl-
car (concentraciones aproximadamente entre Ka y 3 veces Ka) a diferentes
concentraciones fijas de GIcNAc y con MgATP 1,2 mM (2,1 veces Kb) se ob
tuvieron lTneas rectas que se intersectaron en el eje de la ordenada
(Fig. 33). Esto se interpreta como una inhibicidn competitiva de GlcNAc
con respecto a dGlc. E] mismo comportamiento se observé al trabajar con

concentraciones de MgATP menores (0,7 veces K ) o mayores (6,4 veces Kb).
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Figura 33. Gadfico de dobles reciprocos para La inhibicifén
de glucoquinasa por N-acetilglucosamina cuando 2-desoxiglu-
cosa es el sustrato vardiable. Las condiciones del ensayo son
similares a las descritas en la figura 27. La concentracidn
de 2-desoxiglucosa varié en un rango de 20 a 60 mM y MgATP
se mantuvo constante (1,2 mM).
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Cuando el sustrato variable fue MgATP, la inhibicidon fue de tipo
mixto en un rango amplio de concentraciones de dGlc (entre una y tres
veces Ka) (Fig. 34). Ambos tipos de inhibicién fueron confirmados en
grificos de Dixon (1953) (1/v en funcidn de 1) y de Cornish-Bowden (1974)
(S/v en funcién de 1) (Fig. 35). La K; suministrada por el gréfico de
Dixon corresponde numéricamente a Kis y la K} de Cornish-Bowden a Kii.

Los resultados de inhibicién con GlcNAc son aplicables tanto a

un mecanismo en secuencia ordenada, en que el primer sustrato que inte-

racciona con la enzima es dGlc, como a un mecanismo en secuencia al azar.

En la tabla V se han calculado los valores de las constantes de
inhibicién para glucoquinasa a partir de los experimentos con GlcNAc, y
utilizando los grificos secundarios de las pendientes y de las interac-
ciones obtenidas de los graficos de dobles reciprocos (no ilustrados).
Se observa que en la inhibicién competitiva por GIcNAc con respecto a
dGlc, Kis (obtenida del grdfico secundario de las pendientes), no varfa
en funcidn de la concentracidn del sustrato fijo MgATP. Esto es de es-
perar en un mecanismo ordenado, en que dGlc es el primer sustrato, Yy
donde K; = Kis. Si dGlc fuera el segundo sustrato, el valor de Kis de
biera depender de la concentracidn de MgATP. Este resultado también es
compatible con un mecanismo al azar en equilibrio rdpido, sélo si Kj ob
tenida de Kis es igual a K; obtenida de Kii, es decir, si hay igual afi
nidad de la enzima libre y del complejo E-MgATP por el inhibidor. Si

no se cumple esta condicidn, Kis debiera ser dependiente de la
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Figura 34, Grdf4ico de doblLes reciprocos para La inhibicién de
glucoquinasa por N-acetilglucosamina cuando MgATP es el sus-
trato varndiable. Las condiciones del ensayo son similares a
las descritas en la figura 27. La concentracidn de MgATP va-
rié en un rango de 0,41 a 3,55 mM y la concentracidn de
2-desaoxiglucosa se mantuvo fija en 26 mM.
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TABLA V

Constantes de inkibicifn parna glucoquinasa determinadas desde Los ecatudios de
inhibicidn pon N-aceiilglucosamina.

Constantes de inhibicidn (mM)

Sustratoe 1
. . S 1 m B . L}
fijo (mM) Ko Ki (K. Kij Kl (Kll)
MgATP
0,41 0,57 4 0,06 0,57 + 0,06 3 -
1,20 6,70 : 0,15 0,70 * 0,15 s s
3,60 0,62 : 0,09 0,62 * 0,09 - -
Promedio - 0,63 % 0,04
dGle
20 1,47 4+ 0,16 0,99 1+ 0,27 0,60 * 0,14 0,29 * 0,14
‘26 1,25 &+ 0,12 0,76 ¢ 0,10 0,99 * 0,10 0,42 + 0,14
36 1,22 + 0,10 0,65 &+ 0,16 0,83 * 0,10 0,29 * 0,10
Promedio L . 0,80 * 0,10 2 0.39 t 0,04

1los valores de K{ fueron calculados a partir de K. {Kis=Ki(1+A/Kiaﬂ o de

Kii [Ki3i=K;(14A/K;)] para cada concentracidn del susStrato fijo dGlc. Cuando

MgATF fue el sustrato fijo, Ki = Kig. Fara el célculo de los errores de las

constantes se utilizeron las desviaciones esténdares de las intersecciones y
de las pendientes de la lfnea de regresidén. El error de los promedios de las
constantes de inhibicién se calculd como la desviacidn estindar de la media

(E.S. = s/¥n), donde E.S.y s son la desviacién estandar de la media y de los

valores de K; respectivamente, y - n es el nlmero de constantes.
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concentracidn de MgATP y su valor (numéricamente igual a la K; del gréd
fico de Dixon) es complejo. En efecto, Kis contiene los valores de la

concentracidn del sustrato fijo, ademds de Kia’ Ka’ Kb y las constantes
de inhibicidn de | al interactuar con la enzima libre (E x I/El) y con

el complejo binario (ES x 1/ESI).

Al comparar los valores promedios de K; calculados de la inhibi
cién competitiva con dGlc y de la inhibicidn mixta con MgATP, no resul
tan estadfsticamente diferentes (p > 0.05).

Si delos experimentos de inhibicién por GlcNAc con MgATP variable
y dGlc fijo, se calculan los valores de K; a partir de Kis y de Ky a
partir de Kii, tomando en cuenta los valores de I(ia y Ka de la tabla
IV, se observa que a cualquier concentracién de dGlc, Ky de Kis es ma-
yor que Kj de Kii (p < 0,001 en prueba de datos pareados). El promedio
de los valores de K; de Kis es 0,80 £ 0,10 y es significativamente ma-
yor que el de K; de Kii que es de 0,39 £ 0,04 (p<0,01)., Estas dife
rencias serfan compatibles con un mecanismo al azar en que K; de Kis
fuera la constante de disociacidén del complejo enzima-inhibidor y Kj
de Kii la constante de disociacién del inhibidor desde el complejo ter
nario E~MgATP-inhibidor (ver Apéndice A '"Inhibicién de punto muerto..,
Mecanismo en secuencia al azar en equilibrio rdpido' p. 164). En un
mecanismo ordenado con dGlc como primer sustrato, en que GlcNAc interac
tuara s6lo con la enzima libre, la diferencia de los valores no tendrfa

otro significado que el efecto acumulativo de los errores
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experimentales en la determinacion de Kis, Kii, Kia

y Ka.

Inhibicibn por AMP al varian MgATP y dGLc. Los valores obtenidos con
AMP 40 mM se escapan con frecuencia de la linearidad en diversos gra-
ficos, especialmente a concentraciones bajas de MgATP (< 1,2 mM). Pen
samos que no se trata de funciones no lineales, sino que de error en
la medida de la actividad. En efecto, en un grafico de Dixon de inhi-
bicidn por AMP, con concentraciones del inhibidor que variaron entre
5y 30 mM, se obtuvieron lTneas rectas muy bien definidas como se ob-
serva en la figura 36. Por otra parte, cuando las coﬁcentraciones de
AMP son altas (40 mM) y especialmente si las concentraciones de sustra
tos son relativamente bajas, es decir, cuando se miden actividades pe=-
quefias, hay tres indicaciones de poca confiabilidad de esos datos:

i) el trazado de las lTneas de regresidn de la curva de progreso en la
inscripcion del espectrofotémetro tiene en estas condiciones una dife-
rencia mds grande, aproximadamente un 15%, con respecto a la linea cal
culada directamente con el microcomputador. ii) Las lineas calculadas
para estas condiciones tienen un coeficiente de correlacién muy infe-
rior al correspondiente a determinaciones con menores concentraciones
de AMP (ca. 0,95 contra 0,99). iii) Los errores estdndares son gene
ralmente mayores para cada valor de la interseccidén o de la pendiente
de los gridficos de dobles reciprocos en presencia de AMP 40 mM. En

vista de esto, se eliminaron los puntos con AMP 40 mM de los cédlculos
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Figura 36. Gadfico de Dixon para La inhibicifn de glucoquina-
sa por AMP cudndo MgATP ea el sustrato vardable. Las condi-
ciones experimentales son similares a las descritas en la fi-
gura 27. La concentracidn de AMP varid en un rango de 0 a 30

mM y la concentracidn de 2-desoxigliucosa se mantuvo fija en
180 nmM.
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de las lTneas de regresidn en los graficos secundarios (Fig. 40) y, por
lo tanto, de la determinacidn de las constantes. Se dejan 'sin embargo,
en diferentes graficos como ilustraciodn.

Se estudid el efecto inhibitorio de AMP cuando el sustrato va-
riable era MgATP, a diferentes concentraciones fijas de dGlc. Al colo-
car en un grifico el reciproco de la velocidad en funcidén del reciproco
de la concentracién del nuciedtido (concentraciones entre 0,7 veces Kb
v 6,4 veces Kb), a diferentes concentraciones de AMP, se obtenfan 17~
neas rectas que intersectaban en el eje de la ordenada (Fig. 37). Es-
to significa que la inhibicidén por AMP fue competitiva respecto a MgATP.
El comportamiento se mantenfa igual al trabajar con concentraciones de
dGlc cuyos valores estaban entre 1,4 veces Ka y 9,4 veces Ka' Este ti
po de inhibicién fue confirmado en graficos de Dixon y de Cornish-Bowden
{no se muestran}.

En 1a tabla VI se muestra que los valores de Kis son dependien-
tes de la concentracidn de dGlc, el sustrato fijo. Esta dependencia
no ocurrirfa si se tratara de un mecanismo ordenado en que MgATP fuera
el primer sustrato, pero sf al ser MgATP el segundo sustrato. En este
dltimo caso se puede calcular la constante de inhibicidn como constan-
te de disociacién del complejo ternario E~dGle~l (Ki), cuyo valor pro-
medio serfa 10,56 + 0,52 mM. Si se tratara de un mecanismo al azar,
Kis serfa también dependiente de la concentracidn del sustrato fijo,

en forma compleja, como se comentd antes para la inhibicion de GlcNAc
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1/ [MgATP] , mM™"

Figura 37. Grdf<ico de dobles neciprocos para La inhibicibn de
glucoqudinasa porn AMP cuando MgATP es& el sustrato variable.

Las condiciones del ensayo son similares a las descritas en

la figura 27. La concentracién de MgATP varid en un rango de
0,41 a 3,55 mM y 2-desoxiglucosa se mantuvo constante a 36 mM.
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TABLA VI

Constantes de 4Anhabicadn para ofucocudinase deleaminadas desde Los estudios
de {nhibiciln por AMP®,

Constantes cde inhibicidn (mM)

Sustrato
fijo (mM) L K; (K3g)?2 ¥z K; (Ki3)2
dGlc
26 27,64 = 2,43 10,80 * 1,82 - -
36 19,23 * 3,79 9,03 % 2,51 - -
60 18,44 + 2,4y 10,99 * 2,34 < =
180 13,09 + 1,33 19,0400 % 2,100 - -
Promedio - 10,586 * 0,52
MgATP
0,41 ® ® 13,29 & 2,30 7,67 & 2,44
0,52 92,61 = 54,1 67,13 + 50,0 16,20 = 1,06 8,40 = 1,30
0,73 51,58 + 45,3 36,65 * 38,6 15,18 = 1,80 6,59 + 1,37
1,20 26,08 = 7,37 13,90 + 6,36 19,63 + 2,77 6,25 + 0,80
3,60 35,44 = 8,87 8,77 & 4,16 3L, uu o+ 3,05 4,64 * 0,82

!Para todos los cdlculos se omitieron los valores ce AMP 40 mM,

2Los valores de X; fueron calculacos a partir de Kig [Kig=Ki(1+Kja/A)] para
cada concentracidn del sustrato fijo dBlc y de Kig iKi =Kj(14B/X;p)] o Xii
[X;1=Kj(2+B/Kp)] para cada concentracidn del sustrato %ijo MgATP, Para el
cédlculo de Xj (Kis) con sustrato fijo ATP se supuso un mecanismo al azar en
equilibrio rapido donde Xji (Kjg) = E x I/ETI y K; (K;:) = EA x I/EAI.
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respectoadGlc. Solo si la constante de inhibicién es igual para los
dos sitios (enzima libre y complejo enzima-dGlc}, Kis seria independien
te de 1a concentracién de dGlc, lo que no es nuestro caso.

Cuando el sustrato variable era dGlc, el tipo de inhibicidén por
AMP era dependiente de la concentracién de MgATP utilizada. A concentra
ciones de MgATP ligeramente inferiores a la Kb (0.41 mM) la inhibicién
era de tipo Incompetitiva, pues en un grifico de dobles reciprocos re=-
sultan }ineas paralelas (Fig. 38). Para confirmar este tipo de inhibi-
cién se hizo el grifico de Hanes (1932) (S/v en funcién de S), a diferen
tes concentraciones fijas del inhibidor, resultando lineas que se inter-
sectan en el eje de la ordenada (recuadro de la figura 38). A altas
concentraciones de MgATP (1,2 y 3,6 mM) se observaba una inhibicidn de
tipo mixto, pues se producfa un punto de interseccidn de las 1fneas rec
tas, ubicado a la izquierda del eje de la ordenada, como se ilustra en
la figura 39 para una concentracién de MgATP de 3,6 mM (6,4 veces Kh)'
En este figura se incluye un recuadro con el grafico de Hanes, que con
firma el tipo de inhibicion. Otros graficos como el de Dixon y el de
Cornish-Bowden {no ilustrados), también apoyan esta conclusién.

La diferencia del tipo de inhibicidén que se observa al cambiar
la concentracidon de ATP, el sustrato fijo, no la hemos visto descrita.
Esto podria tener una explicacidn en el hecho que en los estudios ciné
ticos se trabaja habitualmente con una sola concentracidn no saturante

de sustrato fijo, generalmente alrededor de la Km.
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Figura 38. Grdfico de dobles neciprocos para La inhibicidn de
glucoquinasa pon AMP cuando 2-desoxiglucosa es el sustrato
vardiable a bafas concentraciones de MgATP. Las condiciones

de ensayo son similares a las descritas en la figura 27. La
concentracidn de 2-desoxiglucosa varid en un rango de 26 a
180 mM y la concentracidn de MgATP se mantuvo fija en 0,52
mM. En el recuadro se incluye el grifico de Hanes (S/v en
funcidén de S) con diferentes concentraciones de AMP,
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Figura 39. Grdf4ico de dobles neciprocos pana La inhibicién de
glucoquinasa por AMP cuando 2-desoxdiglucosa es el sustrato
variable a altas concentracdiones de MgATP, Las condiciones
del ensayo fueron similares a las descritas en la figura 27.
La concentracidn de MgATP se mantuvo fija a 3,6 mM. En el re-
cuadro se muestran los mismos valores en un grifico de Hanes
(S/v en funcidn de S) con diferentes concentraciones de AMP,
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El andlisis de los resultados de la inhibicidon por AMP a concen

traciones intermedias de ATP (0,52 y 0,73 mM) muestra que las pendientes

tienen a concurrir en un punto hacia la izquierda,mds distante de la

ordenada que a las concentraciones mayores. Se tiene, entonces, una si

tuacidn intermedia entre lo que ocurre a las concentraciones extremas de

ATP utilizadas (0,41 y 3,6 mM). Esta situacidn se refleja muy bien en

el gréfico secundario de las pendientes (Fig. 40), que muestra el aumen

to del valor de Kis al disminuir la concentracidn de MgATP, haciéndose
infinito cuando MgATP es 0,41 mM. Los valores de Kis, junto con los

de Ki calculados sobre la base de una inhibicidn mixta se encuentran en
la Tabla VI.

En cuanto al grdfico secundario de las interacciones en funcién
de la concentracidén de AMP, se puede observar en la figura 40 que las
lTneas rectas (exclufdos los valores de 40 mM) se cortan con muy buena
aproximacion en un punto. Este punto tiene como ordenada el valor re-
ciproco de la velocidad mixima (la pendiente tiende a cero cuando la
concentracién de MgATP tiende a infinito), y como abscisa un valor de
-(AMP) igual al de la Ki de Kii. EIl calculo de la Ki da un valor de
11,72 + 0,92 mM, que es sensiblemente igual al de la Ki obtenido de
Kis cuando MgATP es el sustrato variable y dGlc es fijo a diferentes
niveles (Tabla VI). Este valor de Ki y de Kii, obtenido a concentra-
cidn infinita de dGlc y a cualquiera de ATP, difiere sin embargo, de

los valores que se pueden calcular a partir de los datos experimentales
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Interseccion

Pendiente « 10-2

Figura 40. Gradfdicos secundardios de La inhibicibn de glucoqudi-
nasa por AMP cuando 2-desoxdLglucosa es el sustrato vardable,
Los valores de las intersecciones y de las pendientes para
concentraciones de MgATP 0,52 ( ® ) y 3,6 ( ® ) mM provienen
de las figuras 38 y 39, y para las concentraciones 0,41 ( A ),
0,73 (0) y 1,2 (O ) mM de grificos similares no mostrados.
Los valores de AMP 4O mM no se consideraron para las ITneas

de regresidn. En la figura la 1Tnea punteada une los valores
de AMP 4O mM con la 1Tnea de regresidn correspondiente.
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de Kii a cada una de las concentraciones de ATP (Tabla VI).
Intuitivamente el cambio de tipo aparente de mecanismo de in
hibicién podria esquematizarse como sigue. La reaccién glucoquindsica
operarfa, a baja concentracién de ATP, con un mecanismo ordenado en que
dGlc serfa el primer sustrato. Al aumentar ATP a niveles subsaturantes
podrfa este sustrato constituir un complejo binario productivo, credndo
se un segundo sitio detectable cinéticamente de competencia con el inhi
bidor AMP, En forma alternativa, se podrfa considerar la posibilidad
de que el AMP fuera capaz de interactuar con la enzima libre, adn tra-
tindose de un mecanismo ordenado con dGlc como primer sustrato. Este
sitio podrfa ser por ejemplo, el ADP, con el cual el AMP competirfa.
Un andlisis de estas posibilidades lo efectuaremos en la Discusidn y en

el Apéndice A (p.168 ).

Andlisis de La velocdidad inicial en presencia de Los productos

Cuwwa de progreso de La fosfornilacién de dGc. EI progreso de la reac-
cién se siguidé a través de la aparicion de ll'C-ADP o de la desaparicidn
de 1qC-ATP del medio de ensayo. Una curva de progreso para una reaccidn
enzimidtica obedece a una cinética de orden cero si la concentracidn ini
cial del sustrato es aproximadamente 100 veces su Km 0 a una cinética de

orden uno si la concentracidén de sustrato es aproximadamente 0,01 veces

la Km. Con concentraciones intermedias de sustrato debe esperarse una
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cinética entre orden cero y orden uno. En la figura 41 se observa que
ambas curvas de progreso son simétricas y que una cierta linearidad se
conserva hasta los ocho minutos de reaccidn aproximadamente, en que se

alcanza un 19% de consumo del sustrato inicial (MgATP 1,2 mM; 2,1 veces

Ky)

Inhibicibn pon 2-desoxiglucosa-6-fosgato. En la figura 42 se muestran
los resultados de la inhibicidon producida por dGlc-6-P, en grédficos de
Dixon y de Cornish-Bowden, usando MgATP como sustrato variable. En am
bos grdficos las rectas se intersectan a la izquierda del eje de la or-
denada, por encima (Dixon) o por debajo (Cornish-Bowden) de la abscisa,
indicando una inhibicidén de tipo mixto. Por otra parte, la inhibicién
de dGlc-6-P con respecto a dGlc como sustrato variable, a concentracidn
saturante de ATP, parecia indicar una inhibicidn incompetitiva. Sin em
bargo, la inhibicién producida por una concentracién de NaCl de fuerza
ibnica semejante a la de dGlc-6-P fue muy similar, lo que invalida los
resultados. La inhibicién por KC1 de la glucoquinasa de higado de rata,
utilizando glucosa como sustrato fue descrita por Weiser y col. (1971).
Una vez corregida por el efecto de fuerza iénica, la inhibicidn es muy
baja, lo que sugiere una baja afinidad del dGlc-6-P por cualquier for-
ma de enzima. En consideracidn a esto, no se continuaron los estudios.
La inhibicidn por el producto glucosa-6-fosfato de la gluco-

quinasa cuando glucosa es el sustrato glucidico ha sido de diversa
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Flgura 41. Curvas de progreso de La neacedibn de fosforilacidn
de Z2-desoxdglucosa. Las mezclas de reaccidn contenlan en un
volumen final de 0,25 ml: al Tris-HC] 100 mM, pH 8,0; KCI1 100
mB; DTT 1 mM; MgCl, 2,2 mM; 2-desoxiglucosa 20 mM; ATP 1,2 mM
(radiactividad especffica 0,756 cpm/pmol) y 23 mU de glucoqui-
nasa. b) MgCl, 1,41 mM; ATP 0,41 mM (radiactividad especffica
6,32 cpm/pmol] y todos los demds componentes iguales a la mez-
cla anterior. En ambos casos la mezcla de reaccidn se incubd

a 30°, (e), 'c-aTP; (O ), '“C-ADP. Los valores se corri-
gieron con los controles realizados en ausencia de 2-desoxiglu-
cosa. La reaccidn se detuvo en los tiempos sefialados sembran-
do alfcuotas de 10 ul sobre papel DE-celulosa como se indica
en Materiales y Métodos.
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Figura 42, Grdgfico de Dixon para La Ainhibicibn de glucoquina-
4a porn el producto de La nreaccddn 2-desoxiglucosa-6-fo0sfato
cuando MgATP es el austrato vardiable. Las condiciones del en-
sayo fueron similares a las descritas en la figura 27. Las
concentraciones de MgATP fueron 0,73 y 3,6 mM ,La concentra=
cidn de 2-desoxiglucosa se mantuvo fija en 180 mM y el inhi-
bidor varid en un rango de concentracidén de 0 a 180 mM. EI
recuadro muestra el grafico de Cornish-Bowden (dGlc/v en
funcidn de dGlc-6-P) a las dos concentraciones de MgATP.
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naturaleza segin las comunicaciones de autores, posiblemente debido a
que las condiciones de estudio no son comparables ydebido ala compleji-
dad introducida por el cardcter sigmoideo de la funcidn de saturacidn
con glucosa, no conocida en los primeros trabajos. Asi, con respecto
al ATP como sustrato variable Gonzdlez y col. (1967) y Storer y Cornish-
Bowden (1977) encuentran una inhibicién competitiva, en cambio para Pa-
rry y Walker (1966) serfa mixta. La inhibicidn por glucosa-6-fosfato
con respecto a glucosa como sustrato variable ha sido de diffcil clasi-
ficacién. Parece ser de tipo mixto en ciertas condiciones, como concen-
tracidn alta de glucosa ( > 10 mM) (Storer y Cornish-Bowden, 1977) y en
las preparaciones envejecidas (Gonzdlez y col. 1967), es decir, cuando
la funcién de saturacidn con glucosa aparece como hiperbSlica. Por el
contrario, para Parry y Walker (1966) el glucosa-6-fosfato actuaria co-

mo inhibidor competitivo de glucosa, a concentracidn saturante de ATP

(5 mM).

Inhibicibn pon MgADP respecto a MgATP. Para probar el efecto inhibito-
rio de MgADP, su concentracién se varié entre 0 y 8 mM, mientras las
concentraciones de MgATP eran variadas entre 0,7 y 6,4 veces Kb y la
concentracién de dGlc se mantenfa fija en 100 mM (5 veces Ka). En un
gréfico del reciproco de la velocidad en funcién del reciproco de la
concentracidén de MgATP, a diferentes concentraciones del inhibidor, se

obtuvieron 1Tneas rectas intersectantes en el eje de la abscisa y a la
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izquierda de la ordenada (Fig. 43), lo que es propio de una inhibicidn
no competitiva simple. Cuando estos ﬁfsmos resultados se colocaron en
un gréfico de Dixon (Fig. 44 A) y en uno de Cornish-Bowden (Fig. 44 B)
se obtuvieron 17neas re;tas intersectantes en el eje de la abscisa y a
la izquierda de la ordenada, confirmando el cardcter no competitivo pu
ro de la inhibicion.

Estos resultados son compatibles con un mecanismo ordenado en
que dGlc es el primer sustrato y ADP es el primero o segundo producto.
También estos resultados serfan compatibles con un mecanismo al azar en
equilibrio rdpido, si se formara un complejo de punto muerto E-dGlc-ADP.

Nuestros resultados concuerdan en 1Tneas generales con los ob
tenidos por Storer y Cornish-Bowden (1977) quienes encuentran un tipo
mixto de inhibicién. Sin embargo, la inhibicidn por MgADP con glucosa
50 mM como sustrato glucidico no es lineal en un rangoe de concentracio-
nes del nucledsido-trifosfato entre 0,088 y 1,76 mM, en un grifico de
Dixon. Esta diferencia puede atribuirse a que la funcidn de saturacion
es sigmoidea con glucosa y hiperbdlica con 2-desoxiglucosa, Una condi-
cidn que dificulta el estudio de la accidn del ADP y la comparacidn de
los resiltados de diversos grupos es la concentracidn de Mg2+ empleada.
Nosotros usamos un exceso de Mgz+ de 1 mM, mientras Storer y Cornish-
Bowden (1977) utilizan 5 mM, que asegura una mayor proporcidn de ADP co

mo MgADP (76 a 82%). El magnesio libre es un inhibidor de ia glucoqui-

nasa, lo que crea un grado de incertidumbre en estos andlisis, La
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Mg ADP,mM
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0 1,0 20
1/ [MgATP], mM™

Figura L43. Grdfico de dobles reclprocos para La inhibicibn de
glucoquinasa porn el producto MgADP cuando MgATP es el sustra-
to vandiable, Las condiciones del ensayo fueron similares a

las descritas en la figura 41. La concentracidn de MgATP variéd
entre 0,41 y 36 mM y la concentracién de MgADP varid en un
rango de 0 a 8 mM. La concentracidn de MgCl, se mantuvo 1 mM
sobre la suma de las concentraciones de los nucledtidos y la
concentracidn de 2-desoxiglucosa se mantuvo fija en 100 mM,
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Figura 4b4., Inhibicién de glucoquinasa por el producto MgADP
cuando MgATP es el sustrato vardiable. Grificos segin Dixon
(A) y segln Cornish-Bowden (B) del experimento de la figura

43.
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complejidad de la situacidon se ejemplariza en las antiguas observacio-
nes de Parry y Walker (1966), quienes encontraron diferentes tipos de
inhibicién por ADP, con ATP y con glucosa como sustratos variables, de
pendiendo de la concentracidn de Mg2+ en el medio. Estos autores no
usaron en ningldn experimento un exceso molar de magnesio sobre la suma

de ambos nucledtidos.

Inhibicibn de MgADP con nespecto a dGLc, Para analizar el efecto inhi
bitorio de MgADP respecto a dGlc se hicieron los graficos de Dixon y
de Cornish-Bowden. Se ha hexho un experimento a concentracién alta de
ATP (3,6 mM) y uno con ATP 1.2 mM y los resultados no fueron muy satis
factorios, pues hay puntos que se escapan a las |ineas razonables tra-
zadas a ojo en ambos gréficos, dentro de conjuntos relativamente peque
fios de puntos. Eliminando estos puntos y calculando las lineas de re
gresidén por el método de los minimos cuadrados pueden obtenerse grafi
cos que sugieren una inhibicidn de tipo mixto, con un componente com-
petitivo predominante. En efecto, en el grdfico de Dixon (Fig. 45 A)
el punto de concurrencia estarfa en el segundo cuadrante (sdpero-iz-
quierdo), mientras en el de Cornish-Bowden (Fig. 45 B) las lineas se
intersectan en el tercer cuadrante (Tnfero-izquierdo), razonablemente
en un punto. Las constantes de inhibicién serfan las siguientes:

Kis, del grafico de Dixon, igual a 2,95 £ 0,25 y Kii, segln Cornish-

Bowden, igual a 36,84 *+ 8,97. Resultados parecidos y con iguales
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Figura 45. Inhibicién de glucoquinasa por el producto MgADP
cuando 2-desoxdglucosa es el sustrato variable., Grificos se-
gln Dixon (A) y segln Cornish-Bowden (B). Las condiciones

del ensayo fueron similares a las descritas en la figura A43.
La concentracidn de dGlc varid entre 20 y 100 mM y la concen-
tracidn de MgATP se mantuvo fija a 3,6 mM. Las flechas indi-
can los puntos eliminados para el ci3lculo de las Ifneas de
regresion.
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incertidumbres se obtuvieron con ATP 1,2 mM, Es obvio que habrd que
repetir estos experimentos para dar mayor fuerza a las conclusiones.
Los resultados serian compatibles con la operacién de un me
canismo ordenado con dGlc como primer sustrato, y MgADP como dltimo
producto y la formacidn de un complejo de punto muerto E-dGlc-MgADP,
por lo que el componente competitivo serfa muy importante. Sin embar-
go, también seria compatible con un mecanismo al azar en equilibrio
rdpido, donde habria también que considerar la posible formacidn de

un complejo de punto muerto.




DISCUSION

El comportamiento cinético de la glucoquinasa con glucosa es sig
moideo (Niemeyer y col., 1975b; Storer y Cornish-Bowden, 1976). Para ex
plicar este comportamiento se han presentado dos modelos. En uno se pos
tula un orden estricto de interaccién de los sustratos (glucosa como pri
mer sustrato) y de los productos con la enzima, la que experimentaria
transiciones conformacionales mneménicas (Storer y Cornish-Bowden, 1977).
En otro se propone que el orden de interaccidn de los sustratos es al a-
zar con rutas preferenciales segdn la concentracién relativa de los sus-
tratos y la enzima se encontrarfa al menos en: dos conformaciones (Car-
denas y col., 1979).

Los estudios en velocidad inicial, asi como los de inhibicidén con
inhibidores de punto muerto y con productos, utilizando 2-desoxiglucosa
como sustrato glucidico, no han permitido conocer en forma inequiwoca el
orden de interaccidon de los sustratos con la enzima, En efecto, algunos
resul tados pudieron interpretarse como si operara un mecanismo al azar,
en que hubiera una ruta preferente de acuerdo con la concentracidn de
ATP: a menor concentracidon del nucledtido, el camino cinético preferido
serfa la unidn de la enzima libre a la dGlc, mientras que a altas concen
traciones relativas de ATP, este podria ser el primer sustrato. Sin em-

bargo, otros experimentos mis bien apoyan un orden estricto de adicidn
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de sustratos a la enzima, con dGlc como primer sustrato. Es por esto,
que hemos utilizado la proteccidn por sustratos, productos y andlogos
contra la inactivacidn de la enzima por DTNB y por rosa de bengala como
complemento de los estudios cinéticos, que contribuirfa asu mejor inter
pretacion,

Discutiremos primero la validez de las constantes de disociacidn
calculadas a partir de los experimentos de proteccidn en contra de la
modificacién quimica y la relacidn entre estos experimentos y el mecanis
mo cinético. Luego discutiremos los resultados cinéticos, apoyadndolos

con los de proteccion.

Validez de Las constantes de disociacibn glucoquinasa-Ligandos. Como

se comentd anteriormente (p. 64 ) existirfa una interaccidn reversible
entre el DTNB y la glucoquinasa, previa a la modificacién irreversible.
Esta situacidn permite postular un modelo para explicar el efecto protec
tor de los sustratos glucfdicos (dGlc y Glc) y del producto ADP, en el
cual la formacidén de un complejo glucoquinasa-ligando, impedirfa la unidn
del DTNB a la enzima o desplazaria al DTNB reversiblemente unido a ella.
El modelo es vilido para el tratamiento cinético de la inactivacidn de
enzimas por diversos reactivos, incluyendo los modificadores de afinidad
(Kitz y Wilson, 1962; Fahrney y Gold, 1963; Mares-Gufa y Shaw, 1967; Me
loche, 1967; Malcolm y Radda, 1970; Connolly y Trayer, 1979a) y autoriza

adaptar los resultados a ecuaciones, en que se formula una competencia
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entre el ligando y el reactivo modificador por la misma forma de enzima,
como ocurre en la inhibicién competitiva de una reaccién enzimdtica. Sin
embargo, nuestros resultados no descartan otros modelos de inactivacidn,
en que se postule,por ejemplo la formacidon de un complejo enzima-DTNB-
ligando, que podrfa permitir un tratamiento algebraico similar a los o-
tros tipos frecuentes de inhibicién de una reaccidén enzimdtica incompe-
titiva, no-competitiva, pura o mixta. Como ya mencionamos (p.76 ) algu
nos experimentos preliminares indican que una conducta similar al de u-
na inhibicidn no-competitiva pura explica la interaccidn del DTNB y los
sustratos glucidicos con la glucoquinasa (Monasterio y col., 1980).

La proteccidn por los ligandos glucidicos y por ADP fue dependien
te de la concentracidn de éstos, lo que nos permitidé estimar las cons-
tantes de disociacidén enzima-1ligando.

Tanto si el DTNB y el ligando compiten por una misma forma de en
zima, como si el DTNB y el ligando se unen simultdneamente a la enzima
sin modificarla covalentemente, la relacidn entre el reciproco de lacons
tante de inactivacién y la concentracidén del ligando es lineal, como en
un gréfico de Dixon. Los valores de la interseccidon en la abscisa difie
ren segidn sea el modelo de interaccién que mejor se adapte a los resulta
dos experimentales, de acuerdo a las ecuaciones correspondientes(Apéndice
A, p. 181). En efecto, si se formula una competencia en la unién del

modificador y el ligando con la enzima, vale la siguiente ecuacién:
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1 1 Ky 1 K
—_—— (1 4+ —) + ( ) x L
k, k, (DTNB) k, Ko (DTNB)

donde ki es la constante de inactivacidén observada; K, y K  son las cons

d

tantes de disociacidon enzima-DTNB y enzima-ligando respectivamente; k

D

2

es la constante de velocidad del paso E-DTNB a Ei + TNB y L es la concen
tracion del ligando (ecuacidn correspondiente al modelo a, segiln se deri
va en el Apéndice A, p. 181). En este caso la interseccién de la recta

con la abscisa corresponde a una K, aparente, y depende de la concentra-

DTNB
= K, (1 + —). Se puede cono

K

cer el valor verdadero de KD al realizar los experimentos de proteccidn

d

cién del modificador DTNB, pues Kd ap

a diferentes concentraciones de DTNB (ver Apéndice A, p.182) en cuyo ca-
so se produce un punto de concurrencia de las diversas rectas por encima

de la abscisa y K, estd dada por la proyeccidn del punto a la abscisa

D
(Apéndice A, p.182).

Los resultados de Monasterio y col. (1980) sefalan que en la pro-
teccidn por glucosa (y 2-desoxiglucosa) contra la inactivacién de la glu-
coquinasa por DTNB, operaria una interaccidn del tipo no-competitivo pu-
ro, cuya expresidn algebraica corresponde a la siguiente ecuacién (Apén-

dice A, ec.53p.185), en la que los términos tienen el mismo significa-

do que en la ecuacidn anterior:
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K K

1 1 d 1 d
—_— (1 + ) + (1 + ——— )xL
ki k2 (DTNB) kZKD (DTNB)

Esta clase de interaccidn no la hemos visto descrita y ofrece el interés
de permitir calcular directamente las constantes de disociacidon enzima-
ligando, en forma independiente de la concentracidn del agente modifica
dor y de la constante de disociacidn enzima-modificador. En un estudio
semejante al de esta tesis, en que se ha empleado el DTNB como modifica
dor de la hexoquinasa de cerebro de bovino, se han calculado constantes
de disociacidn de los complejos enzima-ligandos, suponiendo, sin probar
lo, que opera un mecanismo competitivo y, por lo tanto, se ha introduci

do el factor de correccién, en el cual se consideran la concentracidn

de DTNB y la constante de disociacién enzima-DTNB (Redkar y Kenkare, 1975).

Validez de Las determinaciones de Ky ¥ Kp cuando no se utildiza una pre-
paracidn de enzima homogénea. El valor de la constante de disociacién
enzima-DTNB se calculd a partir de la relacidn entre el reciproco de la
constante observada y el reciproco de la concentracidon de DTNB de acuer

do a la siguiente ecuacidn:

k. k k (DTNB)
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donde ki es la constante de inactivacidn observada; Kd la constante de
disociacidon del complejo E-DTNB y k2 la constante de velocidad méxima
de inactivacidn obtenida cuando DTNB es infinito (ver Apéndice A, p.185).
Si hay otras proteinas presentes que unan DTNB el valor de la constante
de disociacién enzima-DTNB serd sobreestimado, es por esto que nuestra
constante de disociacidn es sélo aparente. Mas importante nos parece a-
nalizar, aunque brevemente, la influencia que tendrian las protefnas con
taminantes y por lo tanto la concentracidn de DTNB libre, sobre las cons
tantes de disociacién de los complejos enzima -ligandos. Un andlisis al
gebraico en que se considera al DTNB como el sustrato de una enzima y al
ligando como un inhibidor, permite llegar a la conclusidn que son varias
las posibilidades tedricas. Ellas requieren sin embargo, para ser exac
tas, que la desaparicidén de DTNB debida a las proteinas contaminantes,
sea proporcional a la concentracion de DTNB, lo que s6lo se cumple si:
las constantes cinéticas de segundo orden del DTNB con las otras protel
nas son menores que las de la glucoquinasa con DTNB y si la constante
de disociacién de las proteinas contaminantes con DTNB son valores tales
que permiten reacciones de seudo-primer-orden. Estas dos circunstancias
harfan que no se titulen las proteinas contaminantes con el DTNB, antes
que termine la primera fase de inactivacién de la glucoquinasa con DTNB.
La interaccién del ligando y del DTNB pueden resultar, segin el
andlisis algebraico, como interacciones competitivas, no-competitivas y

de tipo mixto. SSlo en el caso en que es de tipo no-competitivo puro
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bastaria una concentracidén no saturante de DTNB cercana a su Kd’ para de
terminar la constante de disociacidén enzima-ligando. Sin embargo, si es
de tipo competitivo o mixto, se requiere al menos dos concentraciones de
DTNB para determinar Kd. Los experimentos pertinentes mostraron que al
menos para la glucosa y la 2-desoxiglucosa la proteccidn por 1igandos
contra la inactivacidén por DTNBes de tipo no-competitivo puro (Monasterio
y col., 1980).

Esta situacidn explica que los valores de KD ap obtenidos en los
experimentos de inactivacidén sean extraordinariamente semejantes a los
valores de las constantes cinéticas. La gran disparidad entre los valo-
res cinéticos y los valores deducidos de experimentos de inhibicion por
DTNB en hexoquinasa A de cerebro, podrian tener una explicacién en el ti
po de interaccién de la enzima con el ligando y el DTNB para analizar
los resultados experimentales.

AsT Wilson (1978) encuentra valores de K, para glucosa de alrede-

d
dor de 0,25 mM que son mds de diez veces superiores a las constantes ci-
néticas estimadas en velocidad inicial por Thompson y Bachelard (1977).

Su discusidn se hace alrededor de la validez de los mecanismos cinéticos
propuestos para hexoquinasa. Por otro lado, como se menciond anterior-
mente, Redkar y Kenkare (1975), calcularon valores para la constante de
disociacidén hexoquinasa-glucosa, que fueron menores que las constantes

cinéticas, pero en este caso los autores supusieron una interaccidn com

petitiva y corrigieron por tanto los valores experimentales con los
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de la concentracidn de DTNB empleado y la constante de disociacidn enzi-
ma-DTNB estimada por ellos. Estas correcciones disminuyen apreciablemen

te los valores experimentales,

Relacibn entre el mecanismo cinético y La proteceilbn por Ligandos conirna
La fnactivacién por PINB. La relacidn entre la proteccidn por sustra-
tos y productos contra un agente modificador de una enzima y el orden de
interaccidn de los ligandos en el mecanismo cinético, fue demostrada

por Siidi (1970) en estudios sobre la inactivacidn por calor de la lacta-
to-deshidrogenasa. Esta metodologfa le permitié a Wilson (1978, 1979}
establecer una relacidén entre los cambios conformacicnales putativos
inducidos por iigandoF (sustratos, inhibidores y productos) y el mecanis
mo cinético de la hexoquinasa de cerebro de bovino,ddndo apoyo a la ope-
racidn de un mecanismo al azar de adicidn de sustratosy productos.

Con el mismo enfoque analizaremos el efecto protector de glucosay
2-desoxiglucosa, ADP y AMP sobre la inactivacidn por DTNB. Como se mos-
tré la proteccidn producida por los azicares no es afectada por la pre-
sencia de MgATP. Una interpretacidn muy probable es que la glucosa sea
capaz de unirse tanto a la enzima libre como al complejo enzima-ATP pa-
ra producir un cambio conformacional de 1a enzima que tmpida 1a unidn
del DTNB como ya se comentd. Se darfa asf apoyo a la postulacidn de un
cambio conformacional propuesto en los estudios cinéticos de Storer vy

Cornish-Bowden (1977) y de Cirdenas y col. (1978; 1979).
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La proteccidn ejercida por los diversos nucledtidos es diferente.
AsT, mientras ATP ejerce una muy pequefia proteccién, AMP y ADP tienen
un franco efecto protector y la presencia simultdnea de ATP parece no re
ducir este efecto. La proteccidn por nuclebtidos es improbable que co-
rresponda a un impediniento estérico, por superposicidn del sitio de u-
nién de eilos, con el del DTNB. Sin embargo, puede proponerse un cambio
conformacional, similar al postulado para glucosa aunque todavia no se
han efectuado experimentos que permitan clarificar la situacidn. La con
formacidn insensible al DTNB, explicarfa la proteccidn broducida tanto
por el ADP como por AMP.

La dependencia parabdlica de 1a proteccidn con respecto a la con
centracidn de AMP indica que su efecto protecfor no es simple. Este
comportamiento de AMP sugiere que se puede unir a mis de un sitio. Su-
poniendo que esto es verdad, y linearizando este efecto, el valor de la
interaccidn en la abscisa cuando llkg obs®S cero (KD ap ) fue de 10,5
mM, igual que la constante de disociacidn obtenida a partir de los estu
dios cinéticos.

Es curioso que ATP y MgATP no tengan el mismo efecto que
AMP y ADP, si tienen una estructura parecida. La causa parece deberse
a la presencia del fosfato gama en el ATP. Gran controversia ha existi-
do para explicar la inhibicién competitiva entre glucosa-6-fosfato y
MgATP en las hexoquinasas de levadura y de cerebro bovino (Fromm y Zewe,

1962b; Grossbard y Schimke, 1966; Wettermark y col., 1968). La
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explicacidon mds aceptada es la existencia de un sitio para el fosfato
gama en el sitio activo que serfa reconocido por el aziicar-fosfato y el
ATP (Casazza y Fromm, 1976). Basindose en este hecho y en que Glc-6-P
es un inhibidor competitivo respecto a MgATP también para glucoquinasa
(Storer y Cornish-Bowden, 1977), podrfamos decir que la unién de gluco-
sa-6-P y de MgATP al sitio del fosfato no serfa capaz de producir el cam
bio conformacional necesario para impedir completamente la reaccion
del DTNB con la enzima y en el caso de glucosa-b6-fosfato, mds bien in-
ducirfa un cambio que la favorecerfa. EIl 10% de proteccién por ATP indi
ca una interaccidon entre la enzima y el nucledtido. Los resultados de
proteccidn por ATP de la inactivacidén de la glucoquinasa por rosa de ben
gala también lo indican y abren la posibilidad de estudiar la unién de
ATP a la enzima de manera similar a como se ha hecho con los azidcares

a través de la inactivacidon por DTNB. Una explicacidn alternativa es que
el MgATP y Glc-6-P sélo puedan unirse y dar la conformacién insensible al
DTNB cuando Glc y MgADP ya estén unidos, respectivamente. Este Gltimo
comportamiento es el que corresponde a un mecanismo cinético con una se-
cuencia ordenada de interaccidn de los sustratos y de los productos, en
el cual el azicar es el primer sustrato y ADP el dltimo producto, como
propusieron Storer y Cornish-Bowden, (1977). La operacién de un mecanis-
mo al azar con ruta preferencial (Niemeyer y col., 1978; Monasterio,
1978), en el cual la unién de MgATP a la enzima libre serfa menos favo-

rable que la unién al complejo enzima glucosa, también podrfa explicar
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la baja proteccidn ejercida por el MgATP.

Orden de adicibn de fLos sustratos. Los diagramas de intersecciones,
de los resultados cinéticos en velocidad inicial, obtenidos con dGlc vy
MgATP como sustratos, indican claramente que el mecanismo de adicidn

de los sustratos es en secuencia. Tanto para un mecanismo en secuencia
ordenada en regimen estacionario, como al azar en equilibrio rdpido, se
cumple la ec. 2 (ver Apéndice A, p.143 ). Los valores de las constan-
tes cinéticas Ka y Kia para dGlc, obtenidos de esta ecuacidn son concor
dantes con los que pueden calcularse a partir de los estudios de inhibi
cidén por los andlogos GIcNAc y AMP. EIl valor de Kia (40,67 + 3,3 mM)
que corresponde a la constante de disociacién del complejo binario en-
zima-dGlc es similar al de K, - (30 mM) calculado a partir de los es-
tudios de proteccidn contra la inactivacidn de la enzima por DTNB.

Los resultados de inhibicidén con GlcNAc, andlogo de dGlc, indi
can que dGlc no puede ser el segundo sustrato en un mecanismo ordenado
estricto. S6lo son compatibles con un mecanismo en secuencia ordenada
de adicidn de sustratosdonde dGlc fuese el primer sustrato, (via supe-
rior en el esquema |1) o con un mecanismo al azar (operacidn simulta-
nea de las dos rutas mostradas en el esquema I1).

La constancia de Kis (Tabla V) para la inhibicién de GlcNAc res
pecto a dGlc, es compatible con un mecanismo ordenado estricto. Sin

embargo, si las constantes de disociacién de GlcNAc desde los
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dGlic MgATP

A B
b1

Esquema Ll. Secuencia de adicifn de Los sustratos a La gluco-
quinada. La via 1 indica la ruta principal de adicién de los

sustratos a la enzima. El significado de las abreviaturas se

encuentra descrito en el texto.
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complejos enzima-GlcNAc y enzima-Mg-ATP-GlcNAc tuviesen el mismo valor,
nuestros resultados serian compatibles con un mecanismo al azar en equi_
librio rdpido (Thompson y Bachelard, 1976). Los valores de Ki calcula-

dos para GlcNAc cuando MgATP fue el sustrato variado tampoco nos permi-

ten discriminar entre un mecanismo ordenado con dGlc como primer sustra

to y uno al azar en equilibrio répido (Resultados, p. 98). Sin embargo,
sus valores son consistentes con los de Ki (Kis), cuando dGlc era el sus
trato variado, al suponer un mecanismo ordenado (Tabla V).

La inhibicidon incompetitiva de AMP respecto a dGlc, a bajas concen-
traciones de MgATP, es propia de un mecanismo ordenado, donde el nucled-
tido es el segundo sustrato. Sin embargo, la inhibicién mixta a altas
concentraciones de MgATP es propia de un mecanismo al azar. La inhibi-
cidn incompetitiva descarta un mecanismo al azar en que ambas rutas
operen durante el ciclo catalftico. Asi, una explicacidn para estos re
sultados, serfa la operacidén de un mecanismo al azar con una ruta pre-
ferencial muy marcada (via 1 en el esquema |1) donde se forzaria la o-
tra via al aumentar la concentracién de MgATP. Por otro lado, estos
resultados también serian compatibles con la operacién de un mecanismo
ordenado estricto (via 1 del esquema I1), donde AMP se uniera débi Imen
te al sitio de la 2-desoxiglucosa. Este comportamiento, cuando dGlc es

el sustrato variado, obedeceria a la siguiente ecuacidn:
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1 1 K | 1 | K. K 1
b iab

= — (T — (1) e = (1 —) (K + ) x -

v v B Ki v Ki B A

donde Ki y K; son las constantes de disociacion de los complejos E-AMP
y E-dGlc-AMP respectivamente (Apéndice A, p. 169).

Por medio de la ecuacidn podemos interpretar los resultados de
la siguiente manera: A bajas concentraciones de MgATP, el AMP se unirfa
principalmente a la especie E-dGlc, afectando sélo la interseccién (in-
hibicidén incompetitiva). A concentraciones saturantes de MgATP, el AMP
sGlo podria unirse a la enzima libre, afectando principalmente la pen-
diente (componente competitivo). Con concentraciones intermedias de
MgATP se afectarfan tanto la interseccidn como la pendiente (inhibicidn
mixta). (Para una mayor explicacién ver Apéndice A, pag. 168 - 171).

La constante de inhibicidn (Ki(Kis) = 10,57 + 0,52 mM) para AMP
respecto a MgATP (Tabla VI) fue similar a la calculada cuando dGlc fue
el sustrato variado (Ki(Kis) = 11,72 + 0,92 mM). Estos valores son con
sistentes con el valor de 10,5 mM obtenido del experimento de proteccidn
por AMP contra la inactivacidén por DTNB, al suponer que AMP se une a dos
sitios simultaneamente sobre la misma forma de enzima. Estos resultados
darfan apoyo a la suposicidén que AMP puede unirse al menos a dos formas

de enzima diferentes.
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Los resultados de inhibicién por el producto MgADP dan apoyo a
un mecanismo ordenado con dGlc como primer sustrato y MgADP como dltimo
producto. No se puede descartar, sin embargo, un mecanismo al azar en
equilibrio rapido con la posible formacién de un inhibidor de punto
muerto. EIl valor de Kis (2,95 * 0,25 mM) para la inhibicién de MgADP
respecto a dGlc fue similar al valor de KD i (3,1 mM) de ADP en los
experimentos de proteccidn contra la inactivacién por DTNB. Este re-
sultado apoya el hecho que ADP pueda unirse a la enzima libre durante
el ciclo catalftico.

Recientes estudios de inhibicién con CrATP;. anilogo de MgATP,
muestran que la inhibicién respecto a dGlc fue mis bien incompetitiva
en todo el rango de concentraciones de MgATP usado (entre 0,5y 6,7
veces Km)' Estos resultados apoyan un mecanismo ordenado en el cual
dGlc es el primer sustrato. Sin embargo, el pequefio componente compe-
titivo observado, podria ser consecuencia de un flujo reducido a tra-
vés de la via donde MgATP es el primer sustrato.

Como conclusién podriamos decir que nuestros resultados son
compatibles con la operacidon de un mecanismo ordenado en que dGlc es
el primer sustrato, pudiendo también ser esta via la mds importante en
un mecanismo al azar con ruta preferencial de acuerdo a los siguientes

resul tados:

1. Diagramas intersectantes de velocidad inicial.




139

2. Inhibicidn competitiva de GlcNAc respecto a dGlc, con un valor de
Kis independiente de la concentracidn del segundo sustrato (sélo es com
patible con un mecanismo al azar en equilibrio rdpido si las constantes
de disociacidn de los complejos E-l y E-S-l son iguales).

3. Inhibicion no competitiva de glucosamina respecto a MgATP con valores
de Kis y Kii dependientes dela concentracién del primer sustrato dGlc.
L. Inhibicién competitiva de AMP respecto a MgATP, con un valor de Kis
dependiente de la concentracidn de dGlc.

5. Inhibicidn incompetitiva de AMP respecto a dGlc a bajas concentracio
nes de MgATP, con valores de Kii dependientes de la concentracidn de
dGlc.

6. Inhibicién mixta de AMP respecto a dGlc a altas concentraciones de
MgATP, con valores de Kis y Kii dependientes de la concentracidn de
MgATP,

7. Inhibicidn mixta, principalmente competitiva, de MgADP respecto a

dGlc, y no competitiva respecto a MgATP,




APENDICE A

CINETICA ENZIMATICA

La glucoquinasa (EC 2.7.1.2) cataliza la reaccién de transfe-
rencia del fosfato gama del ATP al carbono 6 de la hexosa a través de
la siguiente reaccidn:

Glucoquinasa

Hexosa + MgATP — Hexosa-6-P + MgADP + H'

Si la reaccién se realiza a pH constante, el protén no se con
sidera como producto y, por lo tanto, el andlisis cinético puede limi
tarse a la unidén de dos sustratos y la formacidén de sélo dos produc-
tos (Hexosa-6-P y MgADP).

En la reaccidn catalizada por la glucoquinasa, los productos

pueden aparecer sélo después que ambos sustratos se hayan unido a la

enzima (mecanismo de reaccién en secuencia) o bien, el primer producto

puede aparecer antes de la unién del segundo sustrato (mecanismo ping-

pong). Las ecuaciones de velocidad para ambos mecanismos son diferen
tes y, por lo tanto, un estudio cinético permite descartar uno de e-

llos para una enzima particular.
Para analizar las ecuaciones de velocidad, consideremos a mo-

do de ejemplo, un mecanismo en secuencia Bi Bi (Cleland, 1970). Este
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mecanismo puede representarse de la siguiente manera:

A B P Q
b !

E EAR) E
F I
B A Q P

En este esquema, E representa la forma de enzima libre, EA y
EB son complejos enzima-sustrato y EP y EQ son complejos enzima-produc-
to; (EAB-EPQ) representa la isomerizacidn del complejo ternario central
de acuerdo a la nomenclatura propuesta por Cleland (1963a) .

Como vemos en el esquema anterior, la unidn de los sutratos a
la enzima puede realizarse en forma ordenada, si la reaccidén ocurre a
través de una de las dos vias sefialadas, o bien al azar si la reaccidn
ocurre a través de las dos vfas simultaneamente. Para un mecanismo en
secuencia ordenada Bi Bi, asi como también para un mecanismo al azar en
equilibrio rdpido (es decir, cuando la etapa limitante de la reaccidn
es la interconversidn del complejo central o bien la salida de uno de
los productos), la ecuacién general de velocidad esti dada por la siguien

te expresion:
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PQ
o[- 2]
eq

K. KQ K, KKP KK AP K BQ . ABP

ia'b + 18 b g +.b4q & A +
K., K, K K, ;

iq .qu iq P iq Kip

KiaKb + KbA + KaB -

K

K;oKpBPQ K, K QP
+ (1)

KoKigKib KoKiq

En esta ecuacidn, V1 representa la velocidad mdxima en el sen
tido directo de la reaccién, Ka’ Kb' Kp y Kq son las constantes de Mi-

chaelis para los reaccionantes y I(i y K. representan las

K. .
ip iq
constantes de inhibicién cuando A, B, P y Q respectivamente son usados

a’ Kib’

como inhibidores.

ANALISIS DE LA REACCION EN CONDICIONES DE VELOCIDAD INICIAL

Ecuacidn de velocidad inicial. En condiciones de velocidad inicial la
concentracion de los productos se hace igual a cero. Por lo tanto, al
eliminar los términos de la ecuacién general de velocidad que contienen

los productos, obtenemos la siguiente ecuacidn de velocidad inicial:




143

VAB

' K, + KB+ KA + AB (2)
ia a b

Esta ecuacidn corresponde a una hipérbole asintética. Para
analizar, por medio de un grifico, la correspondencia de los resulta-
dos experimentales con la ecuacidn planteada y obtener los valores de
las constantes cinéticas, es conveniente linearizar esta ecuacién. Pa

ra ello pueden emplearse tres métodos basados en el valor reciproco de

la ecuaciédn.

METODOS DE LINEARIZACION DE LA ECUACION DE VELOCIDAD INICIAL

1. Mé&todo de Lineweaven-Bunk. Cuando A es el sustrato variable y B se
mantiene en concentraciones fijas variables, se obtiene la siguiente
ecuacién (Lineweaver y Burk, 1934):

11 Ry K i T

—= - (e — )+ — (1 4 ) - (3)
v Vv B v Ka B A

Cuando B es el sustrato variable y A es fijo se tiene que:

1 K %5 Rrae 1

—= — (14— )+ —(1+—) =~ (4)
v '} A ') A B




m

Z. Método de Eadie-Hofstee. Cuando A es el sustrato variable y B se
mantiene en concentraciones fijas variables, se obtiene la siguiente

ecuacién (Hofstee, 1959):

Ria®i
Ka(l + )
v KgB v
Vv = - = (5)
(1+2) (14 2 A
A B

Cuando B es el sustrato variable y A es fijo, se tiene que:

v = : - — (6)

3. Método de Hanes-Woolf. Cuando A es el sustrato variable y B se
mantiene en concentraciones fijas variables, se obtiene la siguiente

ecuacién (Hanes, 1932; Woolf, 1932):
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b
& greogy
A K Kia s B
—=— (1 + ) + ———— A (7)
v ¥ KB v

Cuando B es el sustrato variable y A es fijo, se tiene que:

De estos tres métodos el mds usado ha sido el de Lineweaver-
Burk o de los dobles reciprocos. Sin embargo, después del anilisis
hecho por Dowd y Riggs (1965) con respecto a la confiabilidad de los
valores de las constantes cinéticas obtenidas a partir dg cada uno de
ellos, el método de los dobles reciprocos ha perdido popularidad. Por
esto, tiende a emplearse con mayor frecuencia el método de Hanes, que
es el que da mayor confianza a los valores de las constantes (Wilkin-
son, 1961). Sin embargo, el método de los dobles recfprocos es muy
Gtil, al analizar cualitativamente los resultados, para conocer acerca
del mecanismo cinético.

Para obtener los valores de las constantes cinéticas se emplean

los gréficos secundarios, es decir, los valores de las pendientes y de
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las intersecciones en funcidon de la concentracidn del sustrato corres-
pondiente. Si se utilizan las tres transformaciones de la ecuacidn de
velocidad inicial, y se comparan los valores obtenidos, se puede tener

una mayor confianza en dichos valores.

DIFERENCIAS EN LAS RELACIONES DE VELOCIDAD INICIAL PARA MECANISMOS EN-
SECUENCIA'Y PING-PONG

La ecuacidon de velocidad inicial para un mecanismo en secuen-
cia (ec. 2) nos muestra que en un grifico del inverso de la velocidad
en funcidn del inverso de la concentracidon de uno de los sustratos a
diferentes concentraciones fijas del otro sustrato, se obtendran 17-
neas rectas que se intersectardn a la izquierda del eje de la ordena-
da. En cambio para un mecanismo ping-pong (Cleland, 1963a), se obten-
dra una familia de rectas paralelas, como lo demuestra el andlisis de
la siguiente ecuacidn de velocidad inicial, que describe a este tipo

de mecanismo cinético:

VAB

K,A+ KB + AB
b a
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Por lo tanto, se puede diferenciar un mecanismo en secuencia
(1Tneas intersectantes) de uno ping-pong (1fneas paralelas) a través
de estudios de velocidad inicial, en que se analice la relacién entre
en valor reciproco de la concentracidén de uno de los sustratos, mien-
tras el otro sustrato se mantiene fijo a diferentes concentraciones.

Otro modo de diferenciar entre un mecanismo en secuencia de
uno ping-pong es llevar la concentracidén de los dos sustratos en rela
cidn constante y hacer el grafico del reciproco de la velocidad en fun
cidn del inverso de la concentracién de cualquiera de los dos sustratos
(Gulbinsky y Cleland, 1968; Garcés y Cleland, 1969; Tsopanakis y He-
rries, 1975). Al hacer este gradfico para un mecanismo ping-pong se

obtiene una 1Tnea recta de acuerdo a la siguiente ecuacién:

1 1

:= [(Ka+XKb)K+I]/V (10)

donde x = B/A

En cambio para un mecanismo secuencial se obtiene una parabo

la que obedece a la siguiente ecuaciodn:

=-—+(-—+—)-“' (11)
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K. K Xx K + K
iab a

donde a = : b= ———— y x=8/A

Desde la interseccidon de la pardbola con el eje vertical se

puede obtener el valor verdadero de la velocidad mixima.

ANALISIS DE LA REACCION CONSTDERANDO LA PARTICIPACION DE LOS PRODUC-
T0S

En presencia de los productos de la reaccién aumenta el nime-
ro de términos en el denominador de la ecuacidn de velocidad, debido a
que aumenta el ndmero de especies de enzima presentes en la reaccidn.
Los productos se comportardn, entonces, como inhibidores de la reac-
cion directa. Para analizar el comportamiento de uno de los productos,
se considera en la ecuacidn la presencia de ese producto haciendo igual
a cero la concentracidn del otro. Si suponemos que la reaccidn ocurre
a través de un mecanismo en secuencia ordenada, la ecuacidn para los
dobles reciprocos cuando estd presente Q, y se varia A a diferentes

concentraciones fijas de B, es la siguiente:
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Ka K. K Q 1

P e — ) ~ (12)
v oV B v K_B K. A

Por otro lado, cuando en presencia de Q se varfa la concentra-
cidn de B a diferentes concentraciones fijas de A, se obtiene la siguien

te ecuacién para los dobles reciprocos:

11 K, Q Ky e Q 1
—= = (14— ) (1 )+ — (1 —) (1+ — (13)
v v A K, (1+ &) v A K. (1+2 ) B
i LS
a 1a

Al analizar las ecuaciones, se observa que cuando el sustrato
variable es A, el producto Q sélo afecta la pendiente de la recta obte
nida, por lo tanto, las 1Tneas obtenidas al dibujar el grafico de los
dobles reciprocos, se intersectardn en un punto comdn en la ordenada,
mostrando un tipico grafico de inhibicién competitiva. Por otro lado,
cuando el sustrato variado es B, el producto Q afecta tanto a la pen-
diente como la interseccién y las rectas se intersectardn a la izquier

da de la ordenada, mostrando una inhibicién de tipo mixto.
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Del grafico secundario de las pendientes en funcién del recipro-
co de la concentracidén de B, se obtiene una constante de inhibicidn apa-
rente Kis = Kiq cuando A es el sustrato variable. Al hacer el mismo a-
ndlisis, cuando B es el sustrato variable, se obtiene que Kis = Kiq
(1 + A/Kia)' Del gréfico de las intersecciones en funcién del recipro-

aparente Kii dada por Kii = Kiq (1 + A/Ka).
Para analizar la participacién del otro producto en la reaccidn

se sigue un procedimiento similar al anterior (Cleland, 1963b).

INHIBICION DE PUNTO MUERTO CON INHIBIDORES DE ESTRUCTURA SEMEJANTE A
LOS SUSTRAT(S.

Un inhibidor se caracteriza por disminuir 1a velocidad de la
reaccion, pues se une a la enzima disminuyendo asi el nimero de espe~
cies productivas presentes mientras ocurre la reaccién. Si se ob-
serva la ecuacidn de velocidad inicial, al aumentar los términos en
el denominador se estid disminuyendo la velocidad como en el caso de
la inhibicidén por los productos.

Un inhibidor de punto muerto es aquel que sin ser sustrato o
producto de la reaccidn es capaz de formar complejos reversibles con
una o mds formas de la enzima. Estos complejos se denominan complejos
abortivos, ya que no participan en la reaccidn y sdlo pueden disociar

se en E' + |, donde E' representa cualquier forma de la enzima e | el
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inhibidor. (Cleland, 1970).

De acuerdo al comportamiento de los inhibidores,la inhibicidn
ha sido clasificada en tres tipos: inhibicién competitiva, inhibicién
mixta (un caso particular de ésta es la inhibicién no competitiva pu-
ra) e inhibicién incompetitiva (Fromm, 1975). El andlisis de estos
tres tipos de inhibicién ha sido hecho fundamentalmente para mecanis=-
mos de reaccidn en que participan un sustrato y un producto. En estos
casos se dice que la inhibicidén es de tipo competitivo cuando el inhi-
bidor es capaz de reaccionar sélo con la enzima libre; de tipo incompe
titivo cuando el inhibidor reacciona sélo con la especie enzima-sustra
to y de tipo mixto cuando el inhibidor puede reaccionar con ambas
formas de la enzima.

En una reaccidn en que participa mds de un sustrato y un pro-
ducto, el andlisis se ha hecho mds bien desde un punto de vista grafi-
co, al igual como en el caso de la inhibicién por los productos. Como
se dijo antes, el método grafico de los dobles reciprocos ha sido el
mas comin para analizar cualitativamente un mecanismo cinético. De
alli que también en el andlisis de los inhibidores de punto muerto se
haya empleado este método. Asf, una inhibicién es de tipo competitivo
sélo si se modifica la pendiente en un grdfico de dobles reciprocos
cuando esta presente el inhibidor. La inhibicion es incompetitiva si
se modifica sélo la interseccidon, pero si se modifican tanto la pendien

te como la interseccidon la inhibicién es de tipo mixto (Cleland, 1963b).
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Andlisis del efecto de Los inhibidones de punto muento. Recientemente
se ha tratado de precisar, tanto el tipo como el mecanismo de la inhibi
cién para reacciones en que participan dos sustratos y dos productos.
Es por esto que ademds del método de los dobles reciprocos, para anali-
zar el efecto de los inhibidores y calcular sus constantes de inhibicidn,
se ha empleado el método de Dixon (1/v en funcién de 1) (Dixon, 1953) y
el método de Cornish-Bowden (S/v en funcidn de 1) (Cornish-Bowden,
1974) . Por medio de grificos secundarios de pendientes e interseccio-
nes se han obtenido los valores de las constantes de inhibicién. EI
problema que surge de este tipo de cilculos es saber si las constantes
de inhibicidén calculadas son verdaderas constantes termodindmicas. Pa
ra resolver este problema, Thompson y Bachelard (1976) han propuesto
como cdlcular las verdaderas constantes de disociacidén, considerando
el mecanismo cinético de la reaccidn.

Analicemos este método para distintos mecanismos en secuencia
Bi Bi.
I. Mecanisme en secuencia ordenada.
a. Inhibicifn competitiva con nespecto al sustrato A. En este caso el
inhibidor es capaz de combinarse sélo con la enzima libre, es decir,
con la misma especie con la cual se combina el sustrato A. Ern presen-

cia del inhibidor la ecuacidn de velocidad tiene la siguiente forma:

VAB
v = (14)

KiaKb (1 + IlKi) + KbA % KaB (1 + '/Ki) + AB
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donde Ki = E-1/El y todos los otros términos como definidos en la ec.(1).
Consideremos las tres transformaciones lineales de esta ecua-

cidn (1/v en funcidn de 1/S; 1/v en funcién de | y S/v en funcidn de 1).
Para los dobles reciprocos, donde A es el sustrato variable,

B es mantenido constante vy Ki es la constante de disociacién del comple

jo enzima-inhibidor, se obtiene la siguiente ecuacion:

1 1+ Kb/B (1 + I/Ki) (KiaKb + KaB) 1

-= * X - (15)
v v V B A

Un grafico de 1/v en funcién de 1/A a una serie de concentra-
ciones fijas de |, mostrard una serie de lTneas rectas que convergiran
en la ordenada, pues sSlo el término de la pendiente contiene | (Fig.

A - 1(a)). Al hacer el gradfico de las pendientes en funcién de | se ob
tendrd una linea recta cuyo valor en la interseccidn con la abscisa
(=1) serd igual a Ki (Fig. A - 1(b)).

En el grafico de Dixon, es decir 1/v en funcién de | a una se
rie de valores de A, se observard una serie de |lineas rectas cuyo punto
de convergencia se encuentra a la izquierda del eje de la ordenada y

por sobre la abscisa. La coordenada en la abscisa para este punto
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Figura A-1. Diagramas de {nhibicibn de punto muerto para un
mecanismo en secuencia ordenada BL Bi, donde el inhibidon
(I) se combina con La enzima Libre (E). (a) 1/v en funcidn
de 1/([Al. (b) Grafico secundario de las pendientes en fun-
cién de la concentracidén del inhibidor,

Los diagramas de las figuras A-1 a A-4 fueron tomados desde
las pé&ginas 774 a 778 del libro Enzyme Kinetics de |. Segel
(Wiley Interscience Publication, 1975).
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corresponde a -l = Ki'

En el grdfico de Cornish-Bowden, es decir A/v en funcidn de |

se obtendrd una serie de 1Tneas paralelas que obedecen a la siguiente e

cuacion:

A (1 + !/Ki)(KiaKb - KaB) (1 + Kb/B) A

— + (16}
v VB '}

b. Inhibicibn no competitiva para el sustrato B. En este caso | es
siempre competitivo para A. Pero B es el sustrato variado y A se man-
tiene constante. El reciproco de la velocidad inicial en presencia del

inhibidor estd dado por la siguiente ecuacidn:

1 1+ Ka (1 + I/Ki) / A (1 + I/Ki)(KiaKb) + KbA 1

= = + - (7
v v VA B

Se observa que, tanto la pendiente como la interseccidn se en
cuentran afectadas por la presencia de |. Por esto en el grifico de
1/v en funcién de 1/B se observard una serie de |17Tneas que se intersec

tardn a la izquierda del eje de la ordenada (Fig. A-2 (a)). En el




156

Lo Koy Kmll
( ot KJAF)

. Koy Kl
“&*W*&w)

|A] = constant

s,

0 11

Figura A-2. Diaghamas de inhibicifn de punto muento para un
mecandismo en secuencia ordenada BL Bi, donde T se combina con
E. (a) 1/v en funcién de 1/[Bl. (b) Pendientes en funcidn de
la concentracidén del inhibidor.
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grafico de las pendientes en funcidn de | se obtendrd una 1Tnea recta
la cual intersectard la abscisa en -1 = Kis= Ki(1+A/Kia) (Fig. A-2
(b)). EI gr&fico de las intersecciones en funcién de | mostrard una 17
nea recta la cual intersectard la abscisa en - | = Kii = (1+A/Ka) (Fig.
A-2 (d)).

En el grafico de Dixon, es decir, 1/v en funcién de | a una
serie de valores de concentracion de B, se obtendr3d una serie de |ineas
que se intersectardn a la izquierda de la ordenada, por bajo, por sobre,
o en la abscisa. La coordenada en la abscisa para este punto correspon
derd a - | = Ki(l+ A/Kia)'

El grafico de Cornish-Bowden, es decir B/v en funcidn de | a
una concentracion fija de A, estard representado por la siguiente ecua

cidn:

B (1 + 1/K,) (K; K, + K_B) (K, + B)

_—= + (18)
v VA v

Las 1Tneas convergirdn en un punto en el cual los valores de
B/v e | son los mismos para todas las lTneas y la coordenada en la abs

cisa para este punto serd - | = Ki (1 + A/Ka)'
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c. Inhibicibn competitiva para el susthato B. En este caso, | es un
inhibidor competitivo de B, y sdlo serd capaz de unirse a la forma de
enzima EA, como lo hace B en un mgcanismo ordenado, y no a la enzima 11
bre. La velocidad inicial en presencia del inhibidor estard dada por

la siguiente ecuacidn:

VA B

i : (19)
KiaKb + KbA (1 + I/Ki) - KaB + AB

En esta ecuacidn, K; es la constante de disociacidén del com-
plejo enzima-A-I.

Un andlisis de la inhibicién, se puede hacer, como en el caso
anterior (| competitivo para A), considerando las tres transformaciones
lineales. AsfT, para los dobles reciprocos, cuando B es el sustrato va-
riado y A se mantiene constante, el gridfico de 1/v en funcién de 1/B

serd descrito por la siguiente ecuacidn:

]
T (1 + Ka/A) K, Ky + KA (1 + 1/K,) 1

= + X - (20)
v Vv VA B
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Vemos que sélo el término de la pendiente contiene |, por lo
tanto, en el grifico se obtendrdn una serie de 1Tneas que convergiran en
el eje de la ordenada (Fig. A-3 (a)). Al dibujar en un gréfico las pen
dientes en funcidn de |, se obtendrd una 1Tnea que intersectard la abs-
cisa en - | = Kis = K; (1 + Kia/A) (Fig. A-3 (b)).

En el caso del gréfico de Dixon, es decir 1/v en funcidn de |
a una serie de valores fijos de B, se obtendrd una serie de lineas que
se intersectardn a la izquierda del eje de la ordenada por sobre la abs
cisa. La coordenada de este punto sobre la abscisa estard dada por

i
= Pim K, (1 + Kia/A).

El gréfico de Cornish-Bowden, es decir B/v en funcién de I, a

una serie de concentraciones de B, mostrard una serie de 1Tneas parale-

las, que obedecen a la siguiente ecuacidn:

B (1 + I/K) KA+ K; K (1 +K/A) B

- + (21)
v VA )

]
En este caso no se puede obtener el valor de Ki desde el gréd

fico.
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Figura - A-3. Diagramas de inhibicibn de punto muerto para un
mecandismo en Secuencia ordenada BL BL, donde I se combina con
EA. (a) 1/v en funcidn de 1/[B]. (b) Pendientes en funcidn de
la concentracidén del inhibidor. (c) Kis en funcién del recf-
proco de la concentracidn de A,
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d. Inhibicibn incompetitiva para el sustrato A. En este caso | es siem
pre competitivo para B. Pero A es el sustrato variado a concentraciones
fijas de B. El reciproco de la velocidad inicial en presencia del inhi-

bidor serd descrito por la siguiente ecuacidn:

1
1T 1+ Ky (1 + I/Ki)/B KiKp + K, B 1

- = s x - (22)
v v VB A

AquT sélo el término para la interseccidn estd afectado por
la concentracidn del inhibidor y el grafico de 1/v en funcién de 1/A
mostrard una serie de 1Tneas paralelas (Fig. A-4 (a)). Al dibujar las
intersecciones en funcidn de | se obtendrd una lTnea recta que intersec
tard a la abscisa en - | = Kii = K; (1 + B/Kb) (Fig. A=4 (b)).

E1 grédfico de Dixon mostrard una serie de 1Tneas paralelas
de las cuales no es posible obtener el valor de K;.

El grafico de Cornish-Bowden, es decir A/v en funcién de |, a
una serie deconcentraciones fijas de B, serd representado por la siguien

te ecuacidn:

1
A (1 + I/Ki) KA + K, Ky (Ka + A)
- = + (23)
v VB v
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Figura A-4. Diagramas de inhibicibn de punto muento para un
mecanismo en secuencia ordenada BL BL, donde 1 se combina
con EA. (a) 1/v en funcidn de 1/[A]l. (b) Intersecciones en
funcidn de 1a concentracidn del inhibidor. (c) Kii en funcidn
de la concentracidn de B.
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y las lineas rectas del grafico convergirdn en un punto a la izquierda
de la ordenada, por sobre la abscisa, cuya coordenada en la abscisa se-

ré -1 = Ki (1 + B/Kb).

11. Mecanismo en secuencia al azar en equilibrio ndpddo.

a. Inhibicibn competitiva para el susthato A.  Un inhibidor de punto
muerto andlogo del sustrato A serd capaz de unirse tanto a E como a EB.
La velocidad inicial para la reaccidn en presencia del inhibidor estard

dada por la siguiente ecuacidn:

VAB
v = (24)

]
KiaKp (1 + I/Ki) + KA + KB (1 + I/Ki) + AB

Ki y K; representan la constante de disociacion para el com-
plejo EI y EBI respectivamente. Consideremos nuevamente las tres trans
formaciones lineales.

El grifico de los dobles reciprocos (1/v en funcién de 1/A)
cuando B se mantiene constante, a una serie de valores de concentracidn

de |, serd descrito por la siguiente ecuacidn:
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1 (1 + Kb/B) K 2Kp (1 + I/Ki) + KB (1 + I/Ki) 1

-= + X = (25)
v '} VB A

Aqui sélo el término de la pendiente contiene | por lo que
las 1Tneas convergirdn en el eje de la ordenada. EIl gréfico de las pen
dientes en funcidén de | mostrard una |Tnea recta cuya interseccién en

el eje de la abscisa sera:

K. K, + KB
iab a
= | = Kis = ;
KiaKb / Ki ¥ KaB / Ki
1
si K, = K, entonces - I =K, lo cual no siempre es asf.

Al dibujar el grafico de Dixon (1/v en funcién de 1) para una
concentracién fija de B y a una serie de valores de concentracidén de A,
las l1fneas convergirdn en un punto por sobre la abscisa, que tendrd co-

mo coordenada en la abscisa un valor de - | idéntico al valor de Kis

descrito arriba.
El grdafico de Cornish-Bowden (A/v en funcidn de 1), cuando B

se mantiene fijo, mostrard una serie de 1Tneas paralelas, una para ca

da valor de A.
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b. Inhibicibn no competitiva para el susthato B. Si | es competitivo
para el sustrato A y se varia B manteniendo el sustrato A constante,

€1 recfproco de la velocidad inicial en presencia del inhibidor estara

dado por:

]
1 1+ K (1 + l/Ki) / A (1 + I/Ki) (KiaKb) + KA 1

- + X = (26)
v v VA B

Como | aparece tanto en la pendiente como en la interseccidn,
las 1Tneas rectas se cortardn a la izquierda de la ordenada. La intersec
cién de la recta con la abscisa en el grdfico de las pendientes en fun-
cidn de | serd - | = Kis =K, (1 + A/Kia). Del mismo modo,del gréfico
de las intersecciones en funcidn de | se obtendrd - | = Kii = K;(1+A/Ka).

En el gréfico de Dixon (1/v en funcién de |), a una serie de
valores de B, las lTneas se intersectardn a la izquierda de la ordenada.
El valor del punto de concurrencia en la abscisa serd - | = Ki(1 + A/Kia).

Gréafico de Cornish-Bowden. Al hacer el grafico de B/v en fun-

cién de | de acuerdo a la siguiente ecuacidn:
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B (1 + I/Ki) K; Ky + (1 + 1/K;) KB K, +B

- + (27)
v VA Vv

el punto de concurrencia de las lTneas en la abscisa serd - | = K

(1 + A/Ka).

c. Inhibicidn competitiva para B e inhibicibn no competitiva para A.
Como en un mecanismo en secuencia de adicidén de los sustratos al azar
en equilibrio rdpido, A o B se pueden adicionar a E, 1a inhibicidn pa-

ra B se puede tratar como para A (tratamiento anterior).

Todo el andlisis anterior de la inhibicién por inhibidores de
punto muerto permite obtener ciertos criterios para diferenciar entre
un mecanismo en secuencia ordenada y uno en secuencia al azar en equi-
librio rdpido, que podemos resumir asf:

1. Si un inhibidor competitivo para uno de los sustratos se comporta
como incompetitivo para el otro sustrato, se tratarfa de un mecanismo
en secuencia ordenada de adicidn de los sustratos, en que el sustrato
para el cual el inhibidor es competitivo, serfa el segundo sustrato en
interactuar con la enzima. En un mecanismo en secuencia al azar en e-
quilibrio rapido, siempre la inhibicién de un inhibidor competitivo res
pecto a cualquiera de los sustratos va a ser de tipo mixto respecto al

otro sustrato.
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2. Si la constante de inhibicién Kis para la inhibicién competitiva de

cualquiera de los dos sustratos, no varfa con la concentracién del sus-
trato fijo, el sustrato para el cual el inhibidor es competitivo, serfa
el primero en interactuar con la enzima en un mecanismo ordenado estric
to. Esto es valido sélo si K; (obtenido de Kis) no es igual a K; (obte

nido de Kii) (ver el valor de - | en la ecuacidn (25)).

Andlisis del efecto de un inhibidon de punto muerto, andlogo de B, que
4e une débilmente al &itio de A,

Analizaremos el efecto de este inhibidor, en un mecanismo en se
cuencia ordenada de adicién de los sustratos, donde A es el primer Sus
trato.

En la ecuacidn de velocidad inicial para un mecanismo ordenado
(ec. 2 del Apéndice), la concentracién del inhibidor afectard los térmi
nos que representan tanto a la enzima libre (E) como al complejo enzima

primer sustrato (EA), de acuerdo a la siguiente ecuacién:

VAB
v = (28)
I ] t
K; 2K (1 +—) + K,B (1 + —) + KA (1 +——) + AB

K. K. K.
i i i

]
Ki Y Ki son las constantes de disociacion de los complejos EAI
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y El respectivamente; todos los otros términos fueron definidos en la

ec. (1) del Apéndice A.

Inhibicibn nespecto al sustrato A, La relacién entre el reciproco de
la velocidad y el reciproco de la concentracién del sustrato A, cuando

B se mantiene constante, es dada por la siguiente ecuacién:

1 1 K | 1 I Ky K 1
b ia b
—=— 1+ —(1+=))+ =((1+—) ( +Ka))x— (29)

v ¥ B K' Vv Ki B A

Como se observa en la ecuacidn tanto la pendiente como la inter
seccion estan afectadas por la concentracién de |. Por esto, un grafi
co de 1/v en funcidn de 1/A a una serie de concentraciones dadas de |,
mostrard un conjunto de 1Tneas rectas concurrentes en un punto a la iz
quierda del eje de la ordenada. Este diagrama es propio de una inhibi
cidén de tipo mixto.

El efecto sobre la pendiente como sobre la interseccidn depende
rd de los valores relativos de las constantes de disociacién Ki y K;
del inhibidor. AsfT, cuando K; sea mucho mayor que Ki’ predominard el

1
componente competitivo, y cuando Ki sea mucho mayor gque Ki’ que es el

caso que analizamos, el componente predominante serd el incompetitivo.
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Analicemos ahora, la influencia del sustrato fijo variable B )
bre el tipo de inhibicién, cuando Ki>> K;. Es decir, el inhibidor es
principalmente competitivo respecto al segundo sustrato, como parece
ser nuestro caso con AMP. Si hacemos B saturante (alrededor de 10 ve-
ces Km) premodinard el componente competitivo, es decir, un mayor efec
to sobre la pendiente, pues B se encuentra en el denominador del término
que multiplica a (1 + I/K;), en la interseccion de la ec. 29. Por el
! contrario, la pendiente se modificard levemente porque B no influye so-

bre Ka’ término que estd también multiplicando a (1 + |/Ki) en la misma

ecuacién. AsT a bajas concentraciones de B (alrededor de la Km) la in-
| hibicion serd principalmente incompetitiva. A concentraciones interme-
dias de B serd de tipo mixto, tendiendo a ser mds competitiva a medida

que se aumenta B,

Inhibicdibn nespecto al sustrato B. La relacién de los dobles recipro
cos, cuando B es el sustrato variable y A es mantenido constante, estd

dada por la siguiente ecuacién:

1 1 K | K K. | | 1

a b ia
—== 1+ —=(0+—=)) + = (— (1 +—)+(1+—)) - (30
v v A Ki v A Ki Ki B

]
Suponiendo como en el caso anterior que Ki >> Ki' el efecto del

inhibidor sobre la interseccidn serd despreciable y la inhibicién serd
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mds bien de tipo competitivo.

Analizaremos por esto el efecto del inhibidor sobre la pendien-
te. Si se dibuja la relacidn entre las pendientes y la concentracidn
del inhibidor, se obtendrd una 1Tnea recta, que intersectard en el eje de
la abscisa a la izquierda de la ordenada. El valor del punto de inter

seccién en la abscisa sera:

1a
L 8
Kis = =-| =
oK T
1/Ki +—_— —
A K

]
Si aceptamos que Ki >> Ki y >> Kia esta relacién se transfor

mara en:
K.
ia

I
Kis=-I=Ki(1+T)

La dependencia del valor de Kis de Kia y A es igual como la ob
tenida para un inhibidor competitivo de B, si opera un mecanismo orde

nado estricto donde A es el primer sustrato.
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MODIFICACION QUIMICA

Fotooxidacifn con rosa de bengala. El mecanismo de oxidacién fotoquf
mico es complejo y puede variar de un sistema a otro. El siguiente me-
canismo ha sido propuesto para una reaccién fotoqufmica:

R Y2 s

R4 0, R

2 2

R02+ A ———R + A02

donde: R es el reactivo fotooxidante (rosa de bengala); R* es un esta-
do electrdnico excitado del reactivo fotooxidante; A es el sustrato
(histidina, de acuerdo a las condiciones del medio de reaccién) y AO2
es uno o varios productos de oxidacidén de naturaleza desconocida.

Este mecanismo ha sido sugerido por Ray (1967) basado en el pro
puesto por Oster y col. (1959) para la oxidacién fotoquimica de p-toluen

diamina.

Cdleuwlo de Las constantes de velocdidad de Lnactivacibn. La ecuacidn
diferencial que describe el proceso de inactivacién de la glucoquinasa

es la siguiente:

- SE8) .« fea) (R) (31)
dt
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donde: Ea es la enzima activa; k la constante de velocidad de inactiva-
cidn; R es rosa de bengala. La concentracién de 02 se considera cons-
tante y estd incluida en el valor de k.

Esta ecuacidn puede simplificarse si se considera que la concen
; tracién de R, que actda como catalizador, no varfa en el tiempo, trans-

formdndose en una ecuacién de seudo-primer-orden:

dits) k; (Ea) (32)

donde ki = k (R) (constante de seudo-primer-orden).
Integrando esta ecuacién con respecto a Ea, entre el tiempo ce
| roy el tiempo t, se obtiene una relacidn lineal entre el logaritmo na

tural de la fraccidén de actividad remanente y el tiempo.

(,Ea)t

In = =Kk, « t (33)
(.\"-a)0

de cuya pendiente se obtiene el valor de la constante de seudo-primer-

orden de 1la velocidad de inactivacién.
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Reaceidn de Los ghupos tioles con DTNB. La reaccién de un grupo tiol

con DTNB es la siguiente:

R-sH + OZN—Q— s—s-@ NO, —— R-s-s--Q-Mo2 ; HsQ-NO
coo~

coo~” coo~ coo~
DTNB TNB

La presencia de dos grupos tioles muy cercanos hace posible
que ocurran reacciones intramoleculares que llevan a la formacidn de
enlaces disdlfuros (Connellan y Folk, 1969), de acuerdo a las siguien-

tes reacciones:

Proteina=-SH + Ar-$-S-Ar ———— Proteina-S-S-Ar + Ar-SH

(sH), (sH),

Protefna::§ + Ar-SH
S

(SH)n-1

donde Ar = @_ NO2

coo

La formacidn de puentes disllfuros intermoleculares también ha

sido propuesta (Ferndndez-Diez y col., 1964).
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Cinética de inactivacibn por DTNB. Las constantes de inactivacién
(ki) se obtuvieron a partir de la pendiente del grafico de logaritmo
natural de la fraccidn de actividad remanente en funcién del tiempo.
Se analizard la cinética de inactivacidén para una reaccién mediada por
un complejo enzima-modificador. A modo de comparacidén se muestra la

ecuacion de velocidad de inactivacidn para una reaccién bimolecular.

Mecanismos de inactivacién. La inactivacién de la enzima puede ocurrir

a través de uno de los siguientes mecanismos:

i) DTNB + enzima activa (Ea) Ko enzima inactiva (Ei) + TNB
La velocidad de inactivacidn para este mecanismo podemos plan-

tearla a través de la siguiente ecuacién diferencial:

d(Ea)
dt

= k (Ea) (DTNB) (34)

donde Ea es la enzima activa y k la constante de velocidad de inactiva
cién (Mildvan y Leigh, 1964).

Esta ecuacidn puede simplificarse, si se considera que la con-
centracidn de DTNB permanece constante en el tiempo, a la siguiente

expresion:
_ d(Ea)

= k; (Ea) (35)
dt

donde ki = k (DTNB).
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Al integrar esta ecuacidn respecto a Ea se obtiene el valor de
k; de manera similar a lo descrito para la fotooxidacidn (ec. 33).
kl complejo kz
ii) DINB + E —= E - DTNB —— Ei + TNB
k
-1
La velocidad de inactivacidn para esta reaccidn que ocurre me-
diada por un complejo enzima-modificador, (Kitz y Wilson, 1962; Pétra,
1971; Redkar y Kenkare, 1975), podemos plantearla a través de la siguien

te ecuacidn diferencial:

d(Ea)

= k, (E-M) (36)
dt

donde M = DNTB; Ea = enzima activa = enzima libre (E) + complejo E-M y
k2 es la constante de velocidad de la etapa limitante irreversible de
la reaccién (E-M — Ei)

Dividiendo la ecuacién anterior por Ea (E + E-M) tenemos:

d(Ea) ky (E-M)
- (37)

dt(Ea)  (E) + (E-M)

Si la constante de disociacién del complejo E-M es:
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(E) x (M) k-1

K
d (E-M) K

y reemplazamos en la ecuacidn anterior el valor de (E-M) considerando

su disociacién y luego simplificamos, tenemos:

d(Ea) k2
E x dt (38)

(Ea) ) 1 + Kd/M

Si M es constante, es decir M >> E. Al integrar tenemos que:

(Ea)t k2
In = - e—— Xt (39)
(Ea)o 1+ Kd/M

donde, (Ea)O y (Ea)t son la actividad enzimatica al tiempo cero y al
tiempo t respectivamente.

Al dibujar en un grifico el In (Ea)t/(Ea)o en funcidn fe] tiem
po se obtiene una lTnea recta cuya pendiente es - k2/(1 + Kd/M) y es
igual a la constante de inactivacion de seudo-primer-orden (ki) para

cada concentracién de modificador. AsfT:

Ky # (4o)
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Esta ecuacidn, que representa a una hipérbole, es importante
porque los datos experimentales parecen ceifiirse a ella, y por lo tanto
se apoya el mecanismo.

El reciproco de ki es igual a:

- + X st (41)

Al poner en un grafico el reciproco de la ki en funcidn del re-
ciproco de la concentracidn del modificador se obtiene una linea recta
donde la interseccidn con el eje de las ordenadas es 1/k2 o sea, la cons
tante de inactivacidén cuyo valor se obtiene a una concentracidn infinita
del modificador, y la interseccidén con el eje de la abscisa es - 1/M =
l/Kd. Si no se cumple la condicidn que kz << k_l , es decir, que se
alcance un cuasi equilibrio de la enzima con el modificador,en lugar de
Kd se obtiene una constante que es similar a la de Michaelis e igual a

(k, + k_;)/k, (Brocklehurst, 1979).

Cinética de inactivacién por DTNB en presencia de un Ligando protectonr.
La proteccidn por un ligando contra la inactivacidon de una enzima por
un reactivo modificador se analizard de acuerdo al mecanismo de inacti

vacidon. Como describimos anteriormente, la enzima puede inactivarse a
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través de una tTpica reaccidén bimalecular con el reactivo modificador
o a través de la formacién de un complejo intermediario previo a la
inactivacién (Sudi, 1970; Lebo y Kredich, 1978).

Para una enzima que se inactiva a través de la formacién de un
complejo intermediario, como parece ser nuestro caso, pueden darse las
dos situaciones siguientes:

a) E1 ligando al unirse a la enzima libre evita totalmente la
inactivacién (Redkar y Kenkare, 1975), o

b) E1 ligando al unirse a la enzima libre y al complejo enzima-
modificador evita totalmente la inactivacién,

Analizaremos en detalle estos casos para mostrar como se puede
discriminar entre ellos y como se obtiene el valor de la constante de
disociacidn enzima-1igando.

Mecanismo a. La inactivacién ocurre a través de la formacidn de un com
plejo enzima-modificador y el complejo enzima-ligando es insensible al
modificador. Este proceso serfa similar al de inactivacidn por reacti
vos modificadores de afinidad (Connolly y Trayer, 1979a), que compiten
con el ligando protector por el sitio activo de la enzima. Esta con-

ducta puede esquematizarse de la siguiente manera:

(Ky)
K K
Ee M == oy E,
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donde E, EL, E-M y Ei son la enzima libre, el complejo enzima-1igando,
el complejo enzima-modificador y la enzima inactiva respectivamente;
M es el modificador DTNB; L es el ligando (sustrato, producto, andlogo
del sustrato o producto); k1 y k_1 son las constantes de velocidad de
formacidn y de disociacién del complejo E-M, respectivamente; k2 es la
constante de velocidad de la etapa limitante de la reaccidn de inacti-
vacion; KD la constante de disociacién del complejo enzima-ligando vy
Kd la constante de disociacién del complejo enzima-modificador.

Si la etapa limitante de la velocidad del proceso es el paso del
complejo enzima-modificador a enzima inactiva, la velocidad de inactiva
cién en presencia del ligando se puede expresar a través de la siguien-

te ecuacidn diferencial:

d(Ea)

=k, (E-M) (42)
dt
donde Ea = enzima activa = E + EL + E-M

Dividiendo la ecuacién anterior por Ea tenemos:

d(Ea) ka (E=M)

(43)

dt(Ea) E + EL + E=M

Reemplazando los términos EL y E-M en funcidn de sus respecti

vas constantes de disociacidn y reordenando se tiene que:
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dt (44)

(Ea) 1+ Kd/M + KdL/KDM

Suponiendo L y M constantes, al integrar entre tiempo cero y
tiempo t, se obtiene la siguiente expresidn para la constante de inac-

tivacién de seudo-primer-orden (ki):

k?.H

k, =
Lk (1 LK) (5

Al colocar en un grafico el reciproco de la ki en funcidn de

la concentracién del ligando, se obtiene una lTnea recta de acuerdo a

la siguiente ecuacidn:

e x L (46)
ki k, M k,K.M

En el punto de interseccién de la recta con la abscisa, a la
izquierda de la ordenada, el valor de -L (KD ap) es igual a (KD(1+M/ﬁﬂ

(constante de disociacidn aparente).
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Esta ecuacidn es de igual forma a la ecuacidn de Dixon (1951) pa
ra la interaccién de una enzima con un inhibidor competitivo; en nues-
tro caso el inhibidor corresponderfa al ligando L en la ecuacidn 43.

Para conocer el valor de la constante de disociacién verdadera
(KD) desde la ecuacidn 46, es necesario conocer la concentracidn del mo
dificador y la constante de disociacién enzima-modificador (Kd) (Redkar
y Kenkare, 1975; Connolly y Trayer, 1979a). Otra alternativa es reali-
zar el experimento a mds de una concentracidén del modificador y poner
en un grdfico los valores de KD aparente en funcién de la concentracién
del modificador., En este grifico se obtiene una lTnea recta de acuer-

do a la siguiente ecuacidn:

Kp ap = Kp * Kp/Ky X M (47)
donde el valor de la interseccidon vertical es igual a KD.

Para conocer si hay competencia entre el ligando y el reactivo
modificador por la misma forma de enzima, se puede hacer un grafico del
recfproco de la ki en funcidn del reciproco de la concentracidn del mo-
dificador, a diferentes concentraciones fijas del ligando. De acuerdo
con la ecuacidn 46,deben obtenerse |Tneas rectas intersectantes en el

eje de la ordenada, tipico diagrama de una inhibicién competitiva.
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Mecanisme b. La inactivacidn ocurre a través de la formacidm del com-
plejo enzima-modificador y los complejos enzima-ligando y enzima-1igan
do-modificador son insensibles al modificador. Por esto el proceso de
inactivacidon podemos tratarlo de manera semejante a la inhibicién no
competitiva enzimdtica. En nuestro caso, el modificador se comportarfia
como el sustrato y el Tigando protector come el inhibidor no competitivo.
El mecanismo de inactivacién podemos esquematizarlo de la siguien

te manera:

-1 ,
o
(X))

EL + M =—=EL-M

1 ]
D y—K,d son las

constantes de disociacion de L y M a partir del complejo ELM respecti-

donde EL-M es el complejo enzima-1igando-modificador; K

vamente. Todos los otros términos son definidos igual como en el meca
nismo a.

Si la etapa limitante de la reaccidon es el paso del complejo
E-M a enzima inactiva, la velocidad de inactivacion en presencia del

Tigando, se puede expresar a través de la siguiente ecuacidn diferen-

cial:
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-d(Ea)
= k, (E-M) (48)

dt

donde Ea = Enzima activa = E + EL + EL-M + E-M

Dividiendo la ecuacidn anterior por Ea tenemos:

-d(Ea) k, (E-M)

= (49)
dt(Ea) E + EL +EL-M+ E-M

Reemplazando los términos EL, EL-M y E~M en funcidn de sus res-

pectivas constantes de disociacidén y reordenando se tiene que:

-d(Ea) k2
. dt (50)
LK L K
(Ea) |+ d ., LI "d
M'KD KD M

Suponiendo que M y L se mantienen constantes, al integrar entre
tiempo cero y tiempo t, se obtiene la siguiente expresién para la cons

tante de inactivacidén de seudo-primer-orden (ki):
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k2M
k; = (51)
L L
K (l+—)+“(l+—]—)
d K K
D D

Al colocar en un grdfico el reciproco de la ki en funcidn de la
concentracidn del ligando, se obtiene una 1Tnea recta de acuerdo a la

siguiente ecuacién:

1 1 Kd 1 1 1
—-_ O — (] + — ) + — (l_+ ) x L (52)
ki k2 M k2 KD M KD

]
Si el valor de KD es igual al de KD’ es decir, la unidn del mo-
dificador a la enzima, no altera la afinidad del ligando por la enzima,

la ecuacidn anterior se simplifica a:

1 1 Kd 1 Kd
- = (1 +—) + (1+—) xL (53)
k k M k., K M

y desde el punto de interseccidn de la recta con la abscisa, se obtie

ne el valor verdadero de KD' Este valor obviamente es independiente
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de la concentracién del modificador.

E1 grafico del reciproco de la ki en funcidn del reciproco de la
concentracidn del modificador, a diferentes concentraciones fijas del
ligando, mostrard una serie de Ifneas rectas que se intersectardn a la
izquierda de la ordenada en la abscisa. Este comportamiento similar al
de un inhibidor no competitivo, nos permite diferenciar este mecanismo

del anterior.




APENDICE B

PROGRAMAS DE COMPUTACION

Los dos programas de computacidén que se describen a continuacidn
fueron disefados para el microcomputador Altair 8800b y escritos en len
guaje BASIC utilizando las instrucciones MITS ALTAIR EXTENDED BASIC (pg
ra mayor detalle consultar en '"Mits Altair Basic Reference Manual''.

MITS INC. 1975).

Prognama 1., Este programa tiene por objeto calcular las constantes que
relacionan dos variables, cuando la funcidn no es lineal (este programa
fue una adaptacién del programa de Cohen y col. (1957) para el microcom-
putador Altair 8800b, hecha por el Dr. 0. Alvarez). En los resultados
mostrados en esta tesis, se usd este programa, cuando la funcidén de sa-
turacién (v en funcidén de S) se adaptaba a una hipérbole rectangular y

a una sigmoide.

La funcién podemos representarla de la siguiente manera:

v="Ff(S3a, b, c, eooves, 2)
donde v es la velocidad, S es la concentracién de sustrato y a, b, c...,
z son constantes cinéticas (las que pueden ser funcidén de la concentra-

cién de otros sustratos, activadores o inhibidores, mantenidos constantes
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durante el experimento), por ejemplo, la velocidad maxima, el nimero de
Hill y la Km o KO.S'

Para obtener el mejor valor de las constantes cinéticas, se hizo
uso de un método iterativo (método de Gauss-Newton), comparando el valor
de la variable dependiente (v), obtenido por medio de la ecuacidn corres
pondiente, con el valor de la velocidad experimental.

Para calcular la velocidad, el programa combina una serie de va-
lores para las constantes cinéticas tal que en cada iteracidn la veloci
dad calculada sea lo mds similar a la velocidad experimental para cada
una de las concentraciones de sustrato. La comparacidn entre las velo-
cidades calculadas y las experimentales se efectlia hasta que la sumato-

ria de las diferencia de sus cuadrados sea minima como se expresa por

la siguiente relacidn:

-z [ Wy = FS: a; ByBrasewss z)] . debe ser minima.

Programa 2. Este programa fue disefiado para calcular las constantes ci
néticas a través de la linearizacidn de la ecuacidon de Michaelis-Menten
por los métodos de Lineweaver-Burk (1/v en funcién de 1/S); Eadie-

Hofstee (v/S en funcién de v) y Hanes-Woolf (S/v en funcién de S) (Dowd

y Riggs, 1965).
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E1 programa utiliza una subrutina para la 1Tnea de regresion de
cada uno de los tres métodos de linearizacidn una vez que ha adaptado
los valores de la velocidad y la concentracién de sustrato para las coor
denadas x e y de cada transformacién. A partir de esta Ifnea de regre-
sion se obtienen los valores para las constantes cinéticas con sus res-
pectivos valores de desviacidn estdndar.

Las instrucciones para el microcomputador se incluyen en la lis-

ta del Programa 2.




I

10
28
40
45
46
47
48
52
60
7@
80
90
122
112
122
13¢

LISTA DEL PROGRAMA |
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READ N:DIMX(N):DIMY(N)3:DIMT(2,2):DIMAC2,2):DIMB(2):

IT=1008:Z=0

Rz IE=03

C=,0]:FC=C:GOTO 402
FORI=ITONSREADX (I),Y(I):NEXT
A=USR(3)

R$(B)="V ,MAX,"

R$C1)="K 25"

R$(2)="NH"
FORI=2TO2:PRINTR$ (I ) :INPUTK (I):NEXT
IFZ=1GOTO 660
K@=K(@):K1=K(l):K2=K(2)
FORI=0TO02
FORJ=0T02:A(1,J) =0 :NEXTJ
NEXTI

IT=IT=-1:IFIT=BGOTO €58

FORI =0T02:B(I)=0@:NEXT

Q=2

140FORI=! TO N

158
160
170
180
198
209
218
220
2359
240
250
260
270
280
290

R1%0%)
3108
320
3392
340
358
369
379
380
398
4008
410
429

S=EXP (K2%xLOG(X(I))) sF=K0@*S/ (K1+S):Q=F=Y(I)
QQ=QQ+Q*Q

S2:=EXP ((K2+CxK2)*L0G(X(I)))
G(B)==(F=(KO+FC*xK@)*S/(K1+5))/FCxK@
G(1)z==(F=(K2%S/((K1+FCxK!)+S)))/FCx*xK]I
G(2)==(F=(KB*S2/(K1+52)))/FC%xK2
FORK=0T02:D (K)=G(K) :NEXT

FORK=0T02
FORL=0T02:ACL ,K)=ACL ,K)+G(L)*G (K ) sNEXT
B(K)=B (K)+QxD (X)

NEXTK

NEXTI

XS=QQ/ (N=3)

GOSUB 2950:G0TO 6@

DzAC@,@)%AC1,1)%A(2,2)+AC1,B)*AC2, 1)*A(B,2)+A(2,8)*

ACB,1)%A(1,2)

Dz=D=A(2,2)%A(1,1)*A(2,8)-A(1,2)%A(2,]1)*A(08,08)

D=D=-A(2,2)%A(D, 1)*AC1,0)

IFD=0GOTO 640
T(0,8)=(AC1,1)*A(2,2)=AC1,2)%A(2,1))
TC2,1)==CAC2,1)%A(2,2)=A(2,2)%A(2,1))
TCP,2)=(ACB,1)*AC],2)=A(B,2)*AC1,1))
TC1,B)==CAC1,B)*A(2,2)=AC],2)*A(2,0))
TCl,1)=CACD,B8)*A(2,2)=AC0,2)*A(2,08))
TC1,2)==(A(8,0)%A(1,2)-ACB,2)%AC1,8))
T(2,0)=CACL,@)*%AC2,1)=ACl,1)%A(2,0))
TC2,1)==CACB,8)%xA(2,1)=ACB, 1)*A(2,0))
TC2,2)=CA(3,8)%AC1,1)=ACO, 1)*%A(1,2))
FORI =@T02:D(1)=0




430
440
450
460
470
480
450
491
492
493
510
520
530
540
558
560
578
580
590
600
610
620
630
635
640
650
660
670
675
680
650
709
710
720
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FORJ=8T02:D(I)=D(I)+(T(J,I1)*B(J)/D) sNEXTJ
NEXTI

PRINT"™ *

1FD<BGOTO 480

FORI=@T02¢D(I)==D(I) sNEXT

A=USR (3)

PRINT “V,MAX="; :PRINTUSING™### ####";X0
PRINT "K ="; sPRINTUSING™### . ### ;K|
PRINT "NH  =";3sPRINTUSING™### ####";K2
PRINT "SUMA DE CUADRADOS="; sPRINTUSING" #.######1111";QQ
FORI=3T02:E(I)=SQR(T (I ,I)*XS /D) :NEXT
FORI=@TO2:CH(I)=ABS(D(I))
IFCHCI)<E (I )*RTHENZ =1ELSEZ=8

NEXT

IFZ=1THENRETURN

QN=@:RR=4

K(2)=KB+D (@) sK(1)=KI+D (1) :K (2)=K2+D (2)
FORI=ITON :QS=EXP(K(2)*LOG(X CI))) :QF =K (@)*QS/ (K (1)+QS)
QN=QN+CY (I )=QF )% (Y (I ) =QF ) :NEXT

PRINT RR;:IFQN<QQTHENRETURN
IFRR=GTHENRET URN

FORI=@T02:D (I)=,5%D (I) sNEXT
RR=RR=1:QN=0:G0TO 57@

A=USR (3)

PRINT "ERROR ,D=0":STOP

PRINT"":PRINT"MAS DE 180 REPETICIONES,..."3:STOP
PRINT "™ :PRINT "RESULTADOS "

FORI=@T02

A=USR (3)

PRINTRS(I); "="3 tPRINTUSING™ ## ###4"3K(1);
PRINT" SeD 2 sECLY

NEXT

PRINT "SUMA DE CUADRADOS";QQ

STOP
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LISTA DEL PROGRAMA 2

OPCION | GRAFICO DE HILL LOG(V/VM-V) VS LOGS
OPCION 2 GRAFICO DE LINEWEAVER BURK 1/V VS 1/8
OPCION 3 GRAFICO DE EADIE HOFSTEE V VS V/S
OPCION 4 GRAFICO DE HANES=WOOLF S/V VS §

2010
2022
2039
2069
20870
2875
20880
2092
21080
2119
21208
2125
213@
2140
2158
2155
2160
2170
2175
2180
2200
2210
22292
2230
2235
2249
2245
2250
2260
2265
2266
2270
2282
2281
2282
2285
2290
2300
2319
2320
2332
2335
23492

AzUSR(3): E=2,303

READN :DIMS (N):DIMV (N)sDIMX (N):DIMY (N)
FORI =@TON~-1:READS(I),V (I):sNEXTI
INPUT"OPCION";A

ONAGOSUB 2080, 2200, 2300, 2400
GOTO 2068

AzUSR(3): PRINT"HILL"
INPUT "V ,MAX .= "3VM

FORI =@TON=1
YCI)=LOGCV (I1)/ VM=V (1))

X (1)=LOG(S(I))

NEXT

GOSUB 3000

PRINT "N:=";B

PRINT "K="3EXP(=B1)

PRINT "S@.5="3EXP(1/B)*LOG(EXP(=B1/E))
PRINT "S.D. DE N="3C

PRINT "S.D, DE X="3EXP(=Cl)

PRINT "COEF,CORR="; :PRINTUSING™#,######";R
RETURN

A=USR (3)

FORI =@TON-1

YCI)=1/V (D)

X(I)=1/5C1)

NEXT

GOSUB 30082

PRINT “GRAFICO DE LINEWEAVER BURK"
PRINT "V, MAX="31/Bl

PRINT “KM=" ; (B/B1)

PRINT "INTERSECCION VERTICALz";BI
PRINT "PENDIENTE=" ;B

PRINT "S.D. DE V,MAX.=" 3 ((C1/Bl1)*(1/B1))

PRINT "S.D. KM=":SQR((C/B)*(C/B)+(C1/B1)*(C1/Bl))*B/Bl
PRINT "S.D, DE INTERSECCION=";C!

PRINT "S.,D. DE PENDIENTE=";C

PRINT "COEF, CORR.="; tPRINTUSING"# .######"3;S/SQR(S1%52)
RETURN

A=USR(3)

FORI=OTON~-1

Y(1)=V(I)

X(I)=V(I)/S(I)

NEXT

GOSUB 3200




2345
2350
2360
2370
2380
2385
2390
2400
2410
2429
2430
2435
2440
2445
2450
2460
2470
2480
2485
2490
3060
30108
3829
308380
3040
3850
3060
3072
3080
3890
3100
3118
3120
3130
3140
3150
31608
3178
3180
31908
3200

193

PRINT"GRAFICO DE EADIE HOFSTEE"
PRINT"V ,MAX,="3BI
PRINT"KM="3(=B)
PRINT"S,D, DE V ,MAX,.="
PRINT"S,D, DE XM="3(C)
PRINT "COEF, CORR.=";:P
RETURN

AzUSR(3)

FORI=OTON=-1|
Y(I)X=SCI)/V(1)
X(I)=S(I>

NEXT

GOSUB 3080
PRINT"GRAFICO DE HANES-WOOLF"

PRINT"V ,MAX ,="3;(1/B)

PRINT "KM="3;(B1/B)

PRINT"S.,D, DE V,MAX="3((C/B)*(1/B))
PRINT"S,DKM="3;SQR((C/B)*(C/B)+(C1/Bl)*(C1/B1))%*(B1/B)
PRINT"COEF ., CORR.="; tPRINTUSING™#,#######" 3R

RETURN

X1=0:X2=0:Y1:=0:Y2=0:Z=03A=USR(3)

FORI=OTON=1

X1=X1+X (1)

YIi=YI+Y(1)

X2=X2+X (1)%X (1)

Y2:Y2+Y (1 )*Y(I)

Z=Z+X (1)%Y (1)

NEXT

X3=X1/N

Y3=Y1I/N

S1=X2=X1%X3

S2:=Y2-Y*xY3

S=Z-X1%Y3

B=S/S1

Bl=Y3-B%X3

S3:=52=Bx%S

S4:=S3/(N=2)

C=SQR(S4/S1)

C1=SQR(S4%x(1/N+X3%X3/51))

R=S/5QR(S1%52)

RETURN

;C1
RINTUSING™# #######™; =R
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