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RESUMEN

La glucoquinasa (ATP:D-glucosa-6-fosfotransferasa EC 2.7.1.2.),
una de las cuatro isoenzimas fosforjlantes de glucosa presentes en el
higado 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 eliminé la N-acetilglucosamina-
quinasa. El comportamiento cinético de la glucoquinasa de esta prepara-
cion (actividad especifica 36 U/mg de proteina) con 2-desoxiglucosa
(dGIc) como sustrato glucidico, 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 ultima preparacién era mas estable y se prefirid
para realizar la mayoria de los estudios presentados en esta tesis.

La glucoquinasa es una enzima monomérica que presenta cinética
sigmoidea para glucosa y mafiosa; la sigmoid icidad desaparece a bajas
concentraciones de MgATP. Sin embargo, con dGlc la cinética es hiper-
bélica en un amplio rango de concentraciones de dGlc (0,1 a 9 veces KV
y de MgATP (0,5 a 40 veces Km). Los valores de Km 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 estudio el mecanismo cinético
de la glucoquinasa con este sustrato.

Los graficos primarios de dobles reciprocos (1/v en funcion de

1/S) y de S/v en funcidén de S, como asimismo los graficos secundarios,



fueron lineales para amhos sustratos en un rango de concentraciones de
1 a 9 veces para el azucar y 0,5 a 6,5 veces 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 usé una razon constante de concentra-
cién de ambos sustratos y se hizo el grafico de dobles reciprocos con
respecto a cualquiera de ellos, se obtuvo una parabola, lo que apoyd el
mecanismo en secuencia. La velocidad maxima con dGlc fue 73% de la ob-
tenida con glucosa (Glc).

Para conocer el orden de interaccion de los sustratos con la en-
zima se usaron los inhibidores de punto muerto N-aceti 1glucosamina
(GIcNAc) y AMP. GIcNAc, inhibidor competitivo de dGlc (K. = 0.63 + 0,04
mM), se comportdé como inhibidor mixto respecto a MgATP en un amplio ram™
go de concentraciones de ambos sustratos. Por otro lado, AMP un inhibi-
dor competitivo respecto a MgATP (Kj= 10,56 + 0,52 mM), fue incompetiti-
vo respecto a dGIlc 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
caracter cuando la concentracion de MgATP fue aumentada por encima de
su Km. Asi, con MgATP 1,2 y 3,6 mM la inhibicion 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 nucledtido se haria reconocible la via, en la que



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

Los estudios de inhibicidén por el producto 2-desoxiglucosa-6-
fosfato no fueron pos iblesdebido a su baja afinidad por la enzima. El
producto MgADP mostrd inhibiciéon no competitiva pura respecto a MgATP
e 1inhibicidén mixta, con un considerable componente competitivo, respec-
to a dGlc. Esto sugiere que ADP es el ualtimo producto en un mecanismo
ordenado, o uno de los productos en un mecanismo al azar en equilibrio
rapido, con formacion de complejo de punto muerto.

Con el propésito de apoyar los resultados cinéticos se hicieron
estudios de proteccidon contra la inactivacion de la enzima por modifica-
cion quimica por medio de sustratos, productos y analogos. La cinética
de la inactivacion por fotooxidacién de la glucoquinasa mas purificada
fue bifasica, con una k% correg. (constante de inactivacion de seudo-
primer-orden de la primera fase, correg ida por la segunda fase) de 0,rd
min \ ATP y MgATP, pero no glucosa, protegieron a la enzima de la fo-
tooxidacion. En esta misma preparacion se observo que, en ausencia de
protectores de tioles, se perdia espontaneamente la actividad glucoqui-
nasica. Esta inactivacion era dependiente de la concentracidon de pro-

teinas y, por ser revertida por DTT, se interpreta como consecuencia de

XX



la formacion de puentes de disulfuros intramoleculares.

En la modificacién 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 inactivacion era multifa-
sica y cada fase seguia una cinética de seudo-primer-orden. La primera
fase era responsable de un 70 a 80% de pérdida dg la actividad en 1 - 3
min. La reactivacion completa por DTT sefiala que la reaccién de modif i
cacion se producia mediante la oxidacién de los grupos sulfhidrilos a
disulfuros. La linearidad del grafico de Arrhenius en un rango de 0°a
30° sugiere que una poblacion homogénea de grupos tioles es responsable
de la primera fase de la inactivaciodn.

El caracter saturable de la inactivacion de la glucoquinasa se
mostré por la linearidad del grafico de dobles reciprocos de k! en Tuf

cion de la concentraciéon de DINB. La reaccion puede entonces ser des-

crita como sigue:

Durante el almacenamiento de la enzima se observd una inactiva-
cion de la glucoquinasa y una pérdida de la susceptibilidad a DTNB. La
pérdida de la susceptibilidad al DTNB precedia a la inactivacion, la cual
comenzaba aparentemente cuando ka alcanzaba un valor cero. La su;cepti

bilidad al DTNB y la actividad catalitica eran parcialmente recuperadas



al incubar la enzima con DTT. Estos resultados sugieren que la pérdida
de reactividad hacia DTNB es debida a la formacién de enlaces disulfuros
intramoleculares en el sitio reaccionante, probablemente por oxidacion
con el oxigeno atmosférico. La disociacion entre la actividad cataliti
ca y la susceptibilidad a reaccionar con DTNB, indica que los grupos tio
les comprometidos en la primera fase de inactivacion no participan direc
tamente en la funcidén catalitica. No obstante, ellos serian importantes
para estabilizar una estructura cataliticamente activa. El efecto pro-
tector ejercido por diversos ligandos se interpreta por esto como la aj_
teracion de una cierta conformacion que impediria la formacion del com-
plejo enzima-DTNB o la subsecuente formacién del disulfuro mixto enzima-
TNB. $

Los experimentos de proteccidon por sustratos, productos y otros
ligandos, permitieron calcular las constantes de disociaciéon aparentes
(KU Spp) de los complejos enzima-ligandos. Asi para Glc, dGlc y ADP ,
se obtuvieron valores de 2,53 mM, 28,9 mM y 3,10 mM, respectivamente
a una concentracién de DTNB de 2x10~3 mM. A diferencia de los otros Ij_
gandos, el AMP tuvo un efecto protector no lineal, por lo cual no se caj_
culo la constante de disociacién. Glucosa-6-fosfato 100 mM, aumentd le_
vemente la inactivaciéon por DTNB. ATP y MgATP a concentraciones saturar®
tes tenfan un pequefio, pero reproducible efecto protector (alrededor de
10%). Experimentos en que se estudié la accion simultanea de ADP o AWP

»

(o]
con ATP, en ausencia de Mg , mostraron que el nucleésido-tri fosfato no
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influia en la proteccién por ADP o AMP, lo que sugiere que no actuan de
igual manera. Parece que el glucosa-6-fosfato también jnteractia con la
enzima, pues provoca un pequefio aumento (20%) de la velocidad de inacti

vacion por DTNB. Si se acepta que la proteccién por los ligandos estu-
diados corresponde a una interaccion en el sitio catalitico de la enzima,
la eficiente proteccion por los sustratos glucidicos y ADP sugiere la o-
peracién de un mecanismo cinético ordenado, donde los azUcares actuarian
como primer sustrato y ADP como ultimo producto. Sin embargo, si los e-
fectos de MgATP o ATP solo y de glucosa-6-fosfato son considerados, to-
dos los resultados serian compatibles con la operacion de un mecanismo

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

Glucokinase (ATP:D-glucose-6-phosphotransferase, EC 2.7.1.2.),

one of the four glucose phosphorylatijng isozymes present jn rat liver,

was partially purified. A key purif jcation step was affinity chromato

graphy on Sepharose-6-aminohexanojl-2-amino-2-deéxyglucopyranose, 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

last one was preferred for most studies
\

activity 2 U/mg protein). The

s/nce it was more stable.
Glucokinase js 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 0 times KY) . The Km values for dGlc and MgATP were

19.2 + 2.3 mM and 0.56 + 0.05 mM, respectively. In view of this Kkinetic

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 S plots,

as well as the secondary plots, showed straight lines for both substrates

in a concentratjon range of about 1 to 9 times Km for dGlc and 0.5 to
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6.5 times 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 (GIcNAc) and AMP were
used to know the order of addition of substrates in the enzyme reaction.
GIcNAc, a competitive inhibitor for dGlc (K. = 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 (K. = 10.56 + 0.52 mM) and as un"compet itive inhibitor
with respect to dGIc at O0.Al mM MgATP. These observations were compatible
with an ordered mechan ism in which dGlc is the first substrate. However,
the inhibition of AMP against dGlIc changed in character as the MgATP
concentration jncreased over its Km. Thus, at 1.2 and 3.6 mM MgATP, the
inhibition was clearly mixed. Al 1 these results could be compatible with
a random mechanism, with a principie reaction flux through dGlc as the
first substrate. Only, when the nucleotide substrate concentration 1is
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
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compulsory ordered mechanism with dGlc as the first substrate. Thus AMR
could compete with both AMP and dGlc.

Product inhibition studies with 2-deoxyglucose-6-phosphate were
not possible due to its very low affinity for the enzyme. The product
MgADP showed puré noncompetiti ve inhibition relative to MgATP, and mixed
inhibition, with an important competitive componen-t, respect to dGlc.

This result suggests that ADP is the last product in an ordered mechanism,
or is one of the producis in a rapid equilibrium random mechanism, with
dead-end complex formation.

In order to support the kinetic results, studies on protection by
substrates, producis 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
ki cor (pseudo first order rate constant of the first phase, corrected
by the second phase) of 0.14 min ~. 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 70-801 of the fnactivation in 1-3
min. The ful 1 reactivation by DTT indicated that the modifjcatién invol
ved oxidation of the enzyme sulfhydryl groups to disulfides bridges. The
Ifnearity of the Arrhenius plot jn the range of Oo to 30° pointed out that
a single population of thiol groups might be jnvolved in the first phase
of finactivation.

The saturable character of the enzyme finactivation was shown by
the Iinearity of double reciprocal plot of k! versus DTNB concentrations.

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

\

K kn
Enzyme + DTNB — “ enzyme-DTNB — » modified enzyme + TNB
k.j complex

Inactivation of glucokinase and loss of susceptibi lity 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 valué 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 1is 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 actrvity and susceptibility to react wijth 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 1ligands 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 (Kuapp) 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,

respecti vely, at 2 x 10 ~ mM DTNB. AMP had al so a protective effect

which was not linear and the KDapp valué was "“wtrest imated. 100 mM glu-
cose-6-phosphate increase slightly the inacti.vation by DTNB. ATP and
MgATP at saturating concentrations had a small but reproducible effect
(about 10%). Experiments performed in the absence of Mg2+ 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 jnteracts al so 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 js 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 fosforilacién de la glucosa es la primera etapa metabolica ne-
cesaria para iniciar su metabolismo, sea hacia la via gljeolitica, la
sintesis de glicégeno, la via de las pentosas o la de los acidos uréni-
cos. Las enzimas denominadas hexoquinasas (E.C. 2.7.1.1.) catalizan en

la mayoria de las células la siguiente reaccion:

D-glucosa + MgATP - ©°gulnasa . D-glucosa-6-P + MgADP + H+

Poco después del reconocimiento de dos enzimas fosforilantes de
glucosa en el higado de rata en los laboratorios de Weinhouse (Di Pie-
tro y col., 1962), Walker (Walker, 1963) y Sois (Vihuela y col., 1963),
en nuestro laboratorio Gonzalez y col. (196A) describieron cuatro iso-
enzimas fosforfiantes de glucosa que, segun su orden de elucién en cro-
matografia en DEAE-celulosa, denominaron A, B, Cy D. Se Ilaman también
I N, NI y IV de acuerdo con su migracion electroforét ica (Katzen, So-
derman y Nitowksky, 1965). La jsoenzima 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 mafiosa) (Salas y col., 1965) que la especificidad

de las otras jsoenzimas Ilamadas en grupo hexoquinasas (Vihuelas y col.,



1973) y que utilizan muy bien fructosa (Gonzalez y col., 1964; Gonzalez
y col., 1967). \Usaremos esta nomenclatura aunque adolece de serios de-
fectos (Ureta, 1975).

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

La glucoquinasa difiere de las otras jsoenzimas en su localizacion
tisular y en sus caracteristicas cinéticas y estructurales. Las hexoquingE
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 musculo (Katzen ySchimke, 1965). La cinética de saturacién con
glucosa de las isoenzimas A y B es de tipo hiperbdélica, con valores de Knm
de alrededor de 10_5 y 10_A M respectivamente, y fosforilan fructosa con
eficiencia (Gonzalez y col., 1964, 1967). Presentan un peso molecular
de alrededor de 100.000 (para revision ver Purich y col., 1973). La
isoenzima C ha sido bien identificada en sd6lo algunos tejidos como higado
rifion y masculo cardiaco, su Km es alrededor de 10 * M vy es inhibida por
exceso de sustrato glucidico; el peso molecular es como el de las hexo-
quinasas A y B de 100.000 (para revision ver Ureta, 1975). La gluco-
quinasa, en cambio, parece ser una tipica enzima del hepatocito y presen-

ta una cinética de saturacidon sigmoidea con respecto a glucosa (" 1,5),



su Kg j. es alto, de 7,5 x 10 ~ M, (pH 7,5 (Niemeyer y col., 1975b) po-
see aparentemente una baja capacidad fosforilante de fructosa (Gonzalez

y col., 1967) y un peso molecular de alrededor de 50.000 (Cardenas y col.,
1978; Holroydc y col., 1978b). Ademas de glucosa, la glucoquinasa y las
hexoquinasas son capaces de fosforilar otros azlcares como mafiosa y 2-df
soxiglucosa (para revisiéon ver Niemeyer y col., 1975a).

La purificacidén de la glucoquinasa ha sido un problema durante cer_
ca de 15 afios 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 hexoguinasas, la contaminacioén
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 p£
rificaciéon se han conseguido en el daltimo tiempo al utilizar cromatogra-
fia de afinidad (Mace ioni, 1975; Holroyde y col., 1976b).

La dificil obtencidon de glucoquinasa homogénea, estable y en cant j
dades suficientes, ha sido el gran escollo para obtener informacién so-
bre la relacion entre su estructura y su funcion.

Los objetivos de esta tesis han sido:

a) Estudiar la reaccion de fosforilacion de 2-desoxiglucosa,

intentar dilucidad 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 inhibicion de punto muerto.

para



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

C) Estudiar las interacciones de la glucoquinasa con derivados de
la glucosamina unidos a Sepharose, que eventualmente conducirian al per
feccionamiento de los métodos de purificacion.

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 (Gonzalez y col., 1967; Parry
y Walker, 1967). Sin embargo, s6lo cuando en este laboratorio se descu
brié que la saturacién de la enzima con glucosa era sigmoidea (Niemeyer
y col., 1975b), se comprendieron las anomalfas que 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 explicacion del comportamiento sigmoideo
de la glucoquinasa para glucosa y mafiosa no ha sido tarea facil, ya que
es una enzima monomérica y la sigmoidicidad depende de la concentracion
de MgATP. Asi,a bajas concentraciones de MgATP la cinética se hace hiper
bolica (Storer y Cornish-Bowden, 1976; Cardenas y col., 1979). Ademas,

la presencia de sustratos alternativos y analogos de glucosa también



hace hiperbélica la funcidon de saturacion (Cardenas y col., 1979).

Para explicar el caracter sigmoideo de la glucoquinasa se han pro
puesto dos mecanismos de reaccion. Una interpretacion ha sido dada por
Storer y Cornish-Bowden (1977), quienes, al realizar estudios cinéticos
a concentraciones de glucosa mayores que la concentracion de semisatura
cion (K _5), concluyen que operaria un orden estricto de interaccion de
los sustratos y los productos, siendo glucosa el primer sustrato y MgADP
el ultimo producto. Un cambio conformacional favorecido por el proceso
de catalisis daria cuenta de la sigmoidicidad. La otra interpretacion
de la cinética sigmoidea de la glucoquinasa ha sido dada por Cardenas y
col. (1977), qu jenes 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 existiria una ruta prefe
rencial. El modelo fue modificado posteriormente con la postulacidn de
al menos dos conformaciones de enzima (Cardenas y col., 1979). En am-
bas interpretaciones mecanisticas se postula la presencia de mas de una
forma de enzima, diferenciandose fundamentalmente en la manera como los
sustratos interactian con la enzima. De aqui que conocer el orden de
adicion de los sustratos a la enzima podria ser clave para aplicar uno
u otro modelo al comportamiento sigmoideo. Para tratar de resolver el
problema, en este trabajo se usé 2-desoxiglucosa, aprovechando la ob-
servacion de que la glucoquinasa presenta una funcién de saturacién hj

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



El analisis en velocidad inicial de la reaccion de la fosforila-
cion de la glucosa por hexoquinasas, ha demostrado que la interaccion
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. ®mPara diferenciar en-
tre un mecanismo ordenado y uno al azar en el c”so de varias quinasas,
se ha empleado la inhibicién de punto muerto, por inhibidores competiti-
vos analogos de los sustratos (Bartana y Cleland, 1977; Brostrom y Bro-
wing, 1973; Danenberg y Cleland, 1975; Raushel y Cleland, 1977). N-ace-
ti 1g lucosamina, un inhibidor competitivo respecto a glucosa y AMP, un m
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, 1962b) y de hexoquinasa de levadura (Bachelard y col., 1971).

Nuestros resultados no han sido de facil interpretacion, 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 accidén de los inhibidores de punto muerto (N-acetilgllcosa-
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-
dicion obligatorio, con dGIc como primer sustrato y probablemente ADP

como ultimo 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 fosfot ransferasj
ca ha sido estudiado ampliamente en hexoquinasas de mamiferos y de le-
vadura (para revision ver Colowick, 1973). Las hexoquinasas de mamife
ros mas 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 titulacion de la enzima bovina mostré tres poblaciones de
tioles de diferente reactividad y so6lo los de reactividad intermedia
fueron importantes para la actividad catalitica, pues su velocidad de
reaccion con DTNB era semejante a la de la inactivacion 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 musculo
(Connolly y Trayer, 1979a), se ha utilizado la marcacién por afinidad
con N-bromoaceti 1-D-glucosamina, que es un andlogo de la glucosa. En
ambos casos se concluy6 que existia un Unico residuo de cisteina esen-
cial para la actividad catalitica. En estudios similares se demostro

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



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

La modificacién quimica de residuos de aminoacidos no s6lo ha si-
do atil para el conocimiento del numero y la naturaleza de los residuos
involucrados en la actividad catalitica. También ha sido utilizada con
éxito en el calculo de constantes de disociaciéon enzima-1igandos de pre£
paraciones semipurifjcadas (Mildvan y Leigh, 1960 y en la deteccion de
cambios conformacionales inducidos por la interaccion de la enzima con
sus sustratos u otros 1ligandos (Wilson, 1978; Wilson, 1979). Esto es
posible ya que un pequefio cambio en la estructura de la proteina puede
producir un cambio en la reactividad de algunos grupos que se desea mo-
dificar. La proteccidén contra uno u otro de varios agentes inactivantes,
(quimiotripsina, glutaraldehido, calor y DTNB), “por los sustratos y prio
ductos, ha permitido a Wilson (1978, 1979) relacionar diferentes confof
maciones inducidas por estos ligandos con el mecanismo cinético de Ila
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 cisteina, 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 semipurif jcadas de glucoquinasa hepat j
ca pierden su actividad al ser tratadas con reactivos modificadores de
grupos tioles, como organomercurijales (p-cloromercurijobenzoato, acetato-
fenilmercurico y p-cloromercuriofeni Isulfonato) vy reactivos alquilantes

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



PMkis, 1972). Recientemente se ha comunicado la modificacion de gluco
qgquinasa de higado de rata con reactivos alquilantes de estructura seme-
jante a la de la glucosa (Connolly y Trayer, 1979b). La enzima pierde

a actividad en presencia de alguno de estos reactivos y la inactivacién
es evitada por la presencia de glucosa y analogos en el medio de reaccion.
Sin embargo, la relativa independencia de la reaccién de modificacion con
respecto al pH en que se realiza, hace suponer que los residuos de cistei
na no son los modificados (Connolly y Trayer, 1979b).

En nuestro trabajo hemos detectado que la reaccion con el oxigeno
y con DTNB conducen a una inactivacion parcial de la glucoquinasa, que es
revertida por dftiotreitol. El estudio con DTNB permitié postular su me-
canismo de reacciéon y determinar las constantes de disociacion aparentes
de algunos ligandos, sustratos y productos, que protegen con diferente
eficiencia a la enzima de la inactivacion. Los resultados contribuyeron
a ja mejor comprensién del mecanismo cinético de la reaccién glucoquina-
sica.

La modificacién 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 solw®
ble (Cardenas 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 ademas un cambio en el coeficiente de Hill para glucosa de
2,8 a 1,2, y elimina la inhibicion por ATP; disminuyendo el peso molecu-

lar desde 120.00Q a 55.000 (Berthillier y Got, 1972). La disociacién de



10

la enzima pareceria ser la causa de la pérdida de la cooperatividad y
del efecto inhibitorio del ATP (Berthillier y Got, 1972). La fotooxida
cién con azul de metileno y el tratamiento con anhidrido etoxifdérmico
Ilevan a una inactivaciéon 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-et il1~3-(3~
dimetilaminopropil)carbodjjmida, CH-Sepharose, CNBr-Sepharose-4B, Sephf
dex G-100, 2-mercaptoetanol, Ditiotreitol, ATP, ADP, AMP, NADH, NADP,
Tris, acido etilendiaminotetraacético, fosfoenolpiruvato, glucosa-6-fof
fato,glucosa 2-desoxiglucosa, N-acetilglucosamina, acido 5,5"~ditiobis
(2-nitrobenzoico), glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (tipo Vil de levadu®
ra), piruvato-qujnasa (tipo Il de misculo de conejo) y lactato-deshidr£
genasa (tipo Il de misculo de conejo), fueron obtenidos de Sigma Chemi-
cal Co. (St. Louis, Mo., USA.). Anhidrido acético, etilendiamina y las
sales inorganicas fueron obtenidos por Merck AG Darmstadt. Trinitroben®
cenosulfonato fue obtenido de Eastman Chemical. DEAE-celulosa (DE-
52) y papel cromatografjco 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-i*d ATP (650 yC/mmol) se obtuvo de New England Nuclear.

PREPARACION VE LA GLUCOQUINASA

1. Ftiente, de. ca. enzima.. La glucoquinasa fue obtenida de higado de ra-

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



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 segun los requerimientos de en
zima, pero normalmente se mataban entre 30 y 60 ratas, por decapitacion
con una guillotina y se extraia la mayor cantidad de sangre posible.
Una vez obtenidos los higados se depositaban sobre papel filtro para

%

sacarles el maximo de tejido conectivo y se almacenaban en un vaso de

precipitados en hielo.

2. Pulutfica.ci6n de Za enzz/na. Los higados se homogeneizaban al 50% pe-
so/volumen, en una juguera Warfng Blender por 2 minutos con una solucion
que contenia: fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; KC1 150 mM;
DTT 1 mM 6 2-mercaptoetanol 10 mM; glucosa 100 mM  (solucion A). El
homogeneizado se centrifugaba por 30 minutos en una centrifuga Sorvall

a 14.600 x g a 40. El 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 40. En esta etapa de purificacion, la enzima posefa una actividad
especifica de alrededor de 0,0128 U/mg de proteina. La actividad en es-
ta etapa se calculd con cierta aproximacion restando la actividad hexo-
quinasica de baja Km (determinacion de la actividad con 0,5 mM glucosa)
a la actividad hexoquinasica de alta Km (determinacion de la actividad
con 100 mM glucosa). La actividad resultante se dividié por 2 (factor
calculado que corresponde a la actividad 6-fosfogluconato- deshidroge-

nasa) (Babul, 1966).



El sobrenadante se sometia a una cromatografia a través de una
columna de DEAE-cel ulosa (563 cm de altura por 3,6 cm de diametro), euj_
librada con solucion A sin glucosa (solucién B). La muestra retenida
en una columna se lavaba con la solucion de equilibrio, aproximadamente
con 4 volumenes de columna, con un flujo de 112 ml/h. La actividad en-
zimatica se elufa con un gradiente de KC1 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 ademas de la actividad hexo-
quinasica, la actividad N-aceti lglucosamina-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-acf£
ti lglucosamina como sustrato. \

La fraccion con actividad glucoquinasica obtenida del fraccion®
miento en DEAE-celulosa se sometia a una precipitacién con sulfato de
amonio entre 50 y 80% de saturacion en presencia de glucosa 100 mM. El
precipitado se guardaba a 40, quedando como reserva de enzima para ser
utilizada durante un periodo de aproximadamente 3 meses. Este fraccio-
namiento eliminaba en gran parte la actividad N-aceti lglucosamina-quing
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



de KC1 utilizada: para 100 y 300 mM se obtenia una actividad especifica
de 0,Ay 2,0 U/mg de proteina, respectivamente. La estabilidad de la e
zima también dependia de la concentracion de KCl: a baja concentracién
la actividad de la enzima caia bruscamente en un mes y a alta concentra-
cién (300 mM) sblo 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 diluia con solucidn
B sin KC1 hasta una concentracién final de KC1 50 mM y se cromatografia
ba en una columna de Sepharose-6-aminohexanoil-glucopiranosa (sefarosa-
glucosamina), eluyendo la actividad con una concentracion de glucosa 1 M.
La purificacién de la enzima en esta etapa se describird con mayor deta-

Ile en la seccidén correspondiente a Resultados.

PETERMIWACIOW VE LA ACTIVIVAV FOSFOTRANSFERASICA

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

y en todos, la reaccion se inicié al agregar la preparacion enzimatica.

1. Enodai/o e,pe.cULO ;otomé& Uco pas.a. deXcAminaA gtuc.06a.-6~{06{jato . Este
ensayo aprovecha la propiedad del glucosa-6-fosfato de ser sustrato de

la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, la cual cataliza la siguiente reac-

cion:
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La produccion de un mol de NADPH2 por mol de glucosa-6-fosfato
se aprovecha para cuantificar la cantidad de producto de la reaccidén ca-
talizada por la glucoquinasa (Slein y col., 1950). Esto se hace midien-
do el aumento de absorbancia a 30 nm y calculando el numero de moles de
NADPH2 Pr°ducldos, utilizando el coeficiente de extincion molar (6220
M Vcm) (Kornberg y Horecker, 1953). Al ser utiVizado 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, CO02 y NADPH2.

La determinacion de la actividad enzimatica para hexoquinasas
y glucoquinasa se hacifa en cubetas de 1 mi con una mezcla de reaccidn
que contenfa: Tris-HCI 80 mM, pH 8,0; MgC12 12 mM; EDTA 1 mM; DTT 2,5 mM;
KC1 100 mM; NADP 0,5 mM; glucosa a concentracién 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 mi (Niemeyer y col., 1975b).
Para la determinacion de la actividad hexosa-fosfotransferasa total en
extractos crudos, la concentracion de glucosa 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 enzimatica en las etapas de purificacién 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 concentraciéon de los sustratos.
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2. Enrayo (L&pf.ctA.ofotomitAA,c.o palio. dzi*AiriLnoli AVP. Este ensayo aprove-
cha el hecho que el ADP, formado en la reaccidn hexosa-fosfotransferasa,
es sustrato de la piruvato-quinasa, reaccion a la cual se le acopla la
reaccion catalizada por lactato-deshidrogenasa, que tiene como cosustra-
to NADH2 (Kornberg y Pricer, 1951). La concentracion de este ultimo se
conoce al medir espectrofotiométrjcamente la absorbancia a 340 nm. Las

%

reacciones son las siguientes:

piruvato + NADH2 I 3£ tato-deshidro9enasa . NAD + Jactato

El calculo de la concentracion se hace de manera similar al del
ensayo descrito anteriormente.

La mezcla de reaccion sin la enzima fue preincubada por 3 minu-
tos a 30 para convertir el ADP contaminante en ATP, en un preincubador
disefiado por Niemeyer, Cardenas y Diaz (no publicado). La mezcla de reac
cion, en un volumen final de 0,5 mi, contenia: Tris-HCI 100 mM; pH 8,0;
MgCl2 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 propésitos del ensayo. Para la determinacion de la actividad de la
N-aceti 1lglucosamina-quinasa en extractos semipurificados se utilizaba for

malmente ATP 5 mM y GICNAc 2 mM.
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La determinacion de la actividad enzimatica en ambos ensayos es-
pectrofotométricos se hacia en cubetas de 1 mi en un espeetrofotdérnetro
Gilford 2400 provisto de aditamentos que permiten trabajar a temperatu-

ra constante de 30°.

3. Enrayo na.dga.(ifsL\)0 pasia. &a deXeAirU.na.cX.0n de. AVP. La separacion de ADP
desde la mezcla de reaccién se hacia por medio de una cromatografia en
papel de intercambio aniénico (DE-81). Se cuantificaba directamente def
de el papel, para lo cual se contaba su radiactividad en un contador de

centelleo liquido (Morrison y Cleland, 1966).
a 30° en una mezcla de reaccién con un volu

men final de 0,25 mi, que contenia: Tris-HCI 80‘}M, pH 8,0; EDTA 1 mM;
KC1 100 mM; dGlc y ~C-ATP en concentracion variable de acuerdo a los
requerimientos del ensayo; la concentracion de MgCl2 se mantuvo constan-
te 1 mM sobre la concentracion de los nucleétidos. Durante el transcur-
so de la reaccion se tomaban muestras de 10 yl a tiempos variables y se
sembraban en papel, deteniendo la reaccién con etanol. La cromatografia
se corria a continuacidon con un solvente que contenia 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,
0,14 y 0,70 para ATP, ADP y AMP, respectivamente. La region 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 contenian el ADP se
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secaban por 10 minutos en una estufa, se ponian en mezcla de centelleo
(10 mi) que contenia k g de PPO y 50 mg de POPOP por litro de tolueno
y se contaban. El tamafio y la forma del papel no influia en el numero
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
conversion 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 espontaneamente, se sometidé una muestra de ~C-ATP a incubacidn
en presencia de Tris-HCI 100 mM, pH 9,0, a 80°. Hasta los 20 minutos
de incubacién las cantidades de ATP, ADP y AMP presentes inicialmente,
se mantuvieron constantes. Una muestra tipica presentaba la siguiente
composicion: 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 glucoquinasica seran presenta-
dos en la seccidon correspondiente a Resultados.

Una unidad de enzima corresponde a la forforilacién de 1 ymol de

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

1. PAepaAacAoén de >ie,yiou> y cotumncu, caomatogta{i;ccL&. En la preparacion
y regeneracion de las resinas se siguieron las instrucciones sefaladas

por los fabricantes.

2. ?tiep<vuicA6n de SephaAo¢e-6-aininoliemno¢i-2-cunino-2-de;oK;gZuco-pZAa-
noéa. 4 g de CH-Sepharose 4B (matriz de Sepharose que ya posee unido

el acido 6-aminohexanoico) se lavaron sucesivamente con un litro de NaCl
1Hyun litro de agua destilada a pH 4,5 y se mezclaron con 20 mi de
agua destilada (volumen final 40 mi) que contenia glucosamina y EDC, am-
bas 0,1 M a pH 4,5. La reaccion se de;é'transchrrir por 24 horas a 30°
con agitacion suave. EI gel se lavé con una solucién de acetato de so-
dio 0,1 M, pH 3,5 en NaCl 1 M, y luego con NaCl 1 M (100 mi). Esta prE
paracion dij5 reaccion positiva con trinitrobenceno sulfonato (TNBS) vy
se denomind Sefanosa 1. Con el objeto de acetilar los grupos amino li-
bres, que reaccionaban con TNBS, el gel se suspendi6 en 20 mi de agua
(volumen final 40 mi) y se traté con anhidrido acético (2 mi de anhidr_i_
do acético por mi de gel aproximadamente), manteniendo el pH sobre 6,0
con NaOH al 20% y la temperatura a 40, agregando hielo al bafio de reac-
ciéon. Finalizada la reacciéon el gel fue lavado con NaOH 0,2 H. La ace®
tilacidén se repitido hasta que el gel no didé reaccidén 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 llamé Sefarosa Il1l1 (Lebn, 1977).
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MODIFICACION QUIMICA

1. ModtficxiCsi,on. de gsiupo, £toZe;, con. DTNB. 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 mi) equilibrada con una solu-
cion que contenta: glici 1-glicijna 20 mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM y KC1

150 mM. Se cargaba la columna normalmente con 0,4 unidades de enzima
y se lavaba con 20 mi de la solucion de equilibrio. La enzima se eluia
con una solucidon semejante a la de equilibrio, pero con 300 mM de KC1.
Se colectaban fracciones de 0,75 mi. ‘

La mezcla de reacciéon para modificar la;,enzima contenia en un
volumen final de 1 mi: glicil-gljcifia 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 enzimatica era lineal durante los primeros 8 minutos de
la reaccién a todas las concentraciones de DTNB usadas, lo que consti-
tuia una prueba de que la dilucién de 10 veces del medio de modificacion

para el ensayo de actividad y la alta concentracion de sustratos dete-

nian la accion del DTNB.
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2. MocU~Ccaciion de. fieAsdu.oi> de k¢&tccUna pe»i 6otoox¢dace6n. La foto-
oxidacion de residuos de histidina fue efectuada en presencia de rosa
de bengala (tetraiodo-tetracloro-fluoresceina) como catalizador
(Westhead, 1965). La modificacion se efectudé en el aparato descrito

en el esquema I, que corresponde a la adaptacién de un evaporador rota
torio. La fuente luminosa (ampolleta de 150 watts) se situ6 a 10 cm

de la solucidén y la temperatura se mantuvo a 0o con hielo fundente. La
mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 1 mi: Tris-HCI 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 yl) tomadas a los diferentes
tiempos eran extraidas con una jeringa (0,5 mi) a través de la conexion
al exterior del aparato. Las muestras se depositaban en un tubo mante-
nido en hielo y desde alli se tomaban alicuotas de 50 yl para determi-
nar la actividad de la enzima. Para la medicién de la actividad enzi-
matica se utilizaba glucosa-6-fosfato-deshjdrogenasa como enzima auxi-
liar. Las curvas de progreso en el ensayo eran lineales, indicando que
durante la medicién de la actividad no continuaba el proceso de inacti-

vacion.

DETERMINACION VE LA CONCENTRACION VE PROTEINAS
La concentracién de proteinas se determind por los métodos de:

1. Lowry y col. (.1951) y Miller (1959) y 2. Warburg y Christian (1971).
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esquema I. S;;te.ma. pasia ;a iotooxi.daLC.;6n.. Las partes del sis-
temaron las siguientes: J. Matraz de reaccion CI5 ral); 2. Co-
e-xion al exterior; 3. Solucidon reaccionante; 4. Bafio con hie-

o fundente; 5. Fuente laminosa (J50 watts); 6. Motor de eva-
sorador rotatorio.
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VETERMINACJON PE LA PUREZA / CONCENTRACION VE LOS REACTIVOS

1e VAjtiotk&AXot (PTT). La eventual presencia de la forma oxidada se
determindé midiendo la absorbancia a 280 nm en el espectrofotémetro GjJ_
ford. ElI coeficiente de extincién utilizado fue de 273 M ~ (Cleland,
1964). La contaminacion por DTT oxidado era de aproximadamente 5% en

soluciones recién preparadas.

2. ATP. Su pureza fue determinada a través de cromatografia en papel
de intercambio io6nico (DEAE-celulosa, DE-81), descrita anteriormente.
Su concentracion se determind espectrofotométrijcamente a 259 nm, pH 7,0
utilizando un coeficiente de extincion molar de 15,4 x 10~ M~ /cm
(DPawson y col., 1972), en el espectrofotémetro Gilford. La contamina-

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

3. Ro6a dz bzngaza. Este reactivo se purificdé pasandolo a través de
una columna de Dowex 50-X-4 (10 mi) (Hoffee y col., 1967). ElI coloran®
te eluye en el frente. ElI espectrograma de la solucidon eluida desde
la columna mostré un maximo a 545 nm, leido contra agua en un espectro®
fotometro Cary 17, lo que corresponde al compuesto puro. ElI coeficien®
te de extincioéon molar utilizado fue de 9,5 x 10 M"Vcm a 545 nm para

determinar la concentracion del reactivo (Westhead, 1965).
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4. AcAdO 5,5'-cLCtiobiA [2-vU&iobe.nzo;c.0) [VINB). Para caracterizarlo se
hizo un espectrograma en la zona ultravioleta (220-340 nm) vy del vis®
ble (340-600 nm), observandose un maximo a 323 nm como en el compuesto
puro. Su concentracidén se determinaba espectrofotométricamente a 412

nm, utilizando un coeficiente de extincion molar de 13,6 x 10~ M~Vcm

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

5. (3-cUme~tc,aminopAop-;;,) caAbodi¢m¢da [EVC]. La pureza de
este reactivo se determind registrando su espectro en el infrarrojo y
comparandolo con el del reactivo puro y del derivado de urea correspon_
diente. (Sadtler Standard Spectra). No se encoQtré contaminacion del

reactivo por su derivado de urea. El espectrograma se registrdé en un

espectrofotémetro Cary 17.

0. Giuc.0;CL. Se determind su concentracién con el método de Somogy-Nel son

(Somogy, 1945).

7. 1-deAOXAQiu.c.0&OL. Las diferentes concentraciones del azlucar fueron
obtenidas por dilucion a partir de una solucién concentrada (@ M) pre-
parada por pesada del reactivo. La concentracién de cada una de las

soluciones se comprobd con el método del 3,5 dinitrosalicilato (Bern-

feld, 1955).
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S. W-ace”¢igfocoi(méia y AMP. Las soluciones de estos compuestos tam-
bién se prepararon a partir de una soluci6n 1 M. La concentraciéon de
AMP se confirmé espectrofotométrijcamente, midiendo su absorbancia a
259 nm (pH 7,0), utilizando un coeficiente de extincién molar de

3
15,3 x 10 M /cm (Dawson y col., 1972) en el espectrofotémetro Gi 1-
ford.

%

GZuC-OqUsinciAa.. Antes de usar la enzima se comprobaban sus parametros

cinéticos con glucosa como sustrato variable y a una concentraciéon de

HgATP 5 mM.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La mayoria de las determinaciones experimentales estan sometidas
a Fluctuaciones impredecibles dadas por los aparatos de medida utiliza-
eos o por la variabilidad inherente al fendémeno que se esta investigan-
do. Por esto se puede decir que las determinaciones experimentales
varian al azar". Para obtener estimaciones seguras con sus medidas de
precision se ha empleado el analisis de la varianza. ElI método mas em-
cleado es ajustar los datos experimentales para dos variables por el
~>¢todo de los minimos cuadrados. La principal critica que se puede ha
cer a esta método es que supone una poblacién normalmente distribuida

(Cornish-Bowden y Eisenthal, 197A).
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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 A5°, para calcular la veloci-
dad 1inicial directamente desde el papel. Las velocidades también fue
ron estimadas directamente desde el espectrofotémetro por medio de un
microcomputador Alta ir 8800b, provisto de un programa con el método de
"egresion lineal, que permitia estimar el valor de la pendiente con su
error estandar.

En cada preparacién se analizaron las caracteristicas cinéticas
de la enzima, con glucosa como sustrato, estimando el coeficiente de
Hill () y el valor de semisaturacion (Kg r) a través de un programa,
para el microcomputador, que calculaba estos valores por un método ite_
"ativo (ver programa 1 del Apéndice B). Se acepté como normal un va-

or para el n™ entre 1,Ay 1,6 y un valor para el Kq j) entre 3.5 y
5 mM.

El analisis de los resultados cinéticos con dGlc como sustrato,

se hizo a través de métodos gréaficos, empleando las transformaciones
ineales de Lineweaver-Burk (Lineweaver y Burk, 193*0 y de Hanes-Woolf
Woolf, 1932) y sus respectivos graficos secundarios. Las curvas se
=justaron a los valores experimentales por medio del método de regre-
sion lineal (Wilkinson, 1961), y de aqui se estimaron los valores de

as constantes cinéticas. El analisis a través del método de regresion
se hizo empleando un programa de computacidon (ver programa 2 del Apén-

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

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

El calculo de las constantes de disociacién enzima-ligando, en
0s estudios de proteccion a la inactivacion por DTINB, se hizo emplean®
do el método de regresion lineal, adaptando el programa 2 (ver Apéndi-
ce B) para la ecuacidén de velocidad de inactivacién utilizada en cada

Ccaso.



RESULTADOS

PURIFICACION VE LA GLUCOQUINASA

La necesidad de contar con una enzima que no tuviese contaminacion
:on otras actividades enzimdticas que interfirieran en el ensayo de la
:lucoquinasa, nos llevd a hacer los estudios en las etapas avanzadas de
purificacion, para eliminar la contaminacidon con hexoquinasas, glucosa-
i-fosfato-deshidrogenasa, adenilato-quinasa, adenosina-trifosfatasa y N-
acetilglucosamina-qujnasa (GlcNAc-quLnasa), enzimas que en eJ laboratorio
se ha mostrado que acompafian frecuentemente a la glucoquinasa en el pro-
ceso de purificacion (Oguchi y col., 1975; Vera y col., 1976; Davagnino
e Ureta, 1980; C. Toro y X. Espinoza, comunicaciéon personal). La enzima
:Dtenida después de la etapa de Sephadex G-100 (ver Materiales y Méto-
:0s) mostré ocasionalmente una contaminacion con GIcNAc-quinasa y glucE
sa-6-fosfato-deshidrogenasa. Para eliminar actividades contaminantes
se establecieron las condiciones que se describen a continuacién para
a purificaciéon por cromatografia de afinidad, preocupandonos especial-
mente de la eliminacién de GIcNAc-quinasa.
I'-omatoguante de. afinidad de. la. glucoquinasa.. Con el objeto de establf
:er la fuerza ionica Optima para la retencién de glucoquinasa, se hacia

a elucidén de la enzima retenida con un gradiente de KC1 entre Oy 0,3 M

28
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En la figura 1 se puede apreciar que con el frente aparecen proteinas sin
actividad glucoquindsica en tanto que a una concentracién aproximada de
KC1 de 60 mM comienza la elucién de la enzima junto con un pico de protef
flas. ElI pico maximo de actividad (KC1 150 mM), no coincide con el de las
proteinas, lo que sugiere un probable arrastre de la glucoquinasa por e-
sas proteinas. La recromatografia del pico de proteinas, contaminado con
glucoquinasa confirmé esta suposicion, ya que, la actividad glucoquijnas j
ca podia separarse parcialmente de las proteinas restantes (Fig. 2).

En la figura 3 se muestra que la glucoquinasa de rana (CaudCveAbz
fia caudi;veAbeAa) , enzima también estudiada en el laboratorio (Ureta, 1976),
era retenida por el derivado acetilado equilibrado con KC1 50 mM y era
eluido con glucosa 1 M. La enzima eluida se purifico bastante Ilegando
a una actividad especifica de 33,1 U/mg de proteina. La elucién con KCl
0,5 M hace aparecer proteinas sin actividad glucoquinasica. Un comporta”
miento semejante se observa con glucoquinasa de higado de rata, por lo
gue se ha adaptado el método como rutina en la purificacion de esta ez j_
ma en el laboratorio.

En la figura A se observa que la GIcNAc-quinasa también era rete-
nida en Sefarosa Ill equilibrada con KC1 50 mM. La elucidén se intento
con varios procedimientos. Con glucosa 1 M eluia tardiamente una peque-
fla porcidn de la enzima y con GIcNAc 0,02 M eluia una fraccién mayor. SO
lo al agregar KC1 0,5 H a la columna, eluia el resto de la enzima reten j_

da. Para analizar mejor el efecto del KCl1 sobre la elucion de la enzima
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glucoquzZna¢a en Seha.noc>a 11l y elu-

rigura 1. Cromatognai;a de

c.z6n medZante un gnad.Ze.nte de Kcz. 0,62 unidades de glucoqui-

nasa (actividad especifica 0,2 U/mg de proteina) en 7 mi de
2-mer

solucion A (fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM;
captoetanol 10 mM) fueron cromatografiadas en una columna de
Sefarosa 111, equilibrada con la misma solucidén. La enzima

"ue eluida aplicando un gradiente de KC1l de 0 a 0,3 M en solu-

cion A.
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Figura 2. Re.csiomafogsiadi;a Ode gZucogqu¢na,a en Sei;aA.o,a III.
0,23 unidades de g lucoqu jnasa provenientes del pico proteico
eluido con el gradiente de KC1 (ver figura 1), fueron desala-
das en una columna de Sephadex G-25 equilibrada en solucidn

A y cromatograf iadas en Sefarosa |Ill equilibrada con la mis-
ma solucién. La enzima TFfue eluida aplicando un gradiente de

KC1l como se describe en la figura 1.
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¢n9Se.td ¢ a* N de g¢ucoqu¢inaga de una
EJIIIS5 " a (acttUada). 0,5 unidades de glucoquinasa
A'/ad e®Pecif]Jca 0,2 U/mg de proteina) en 12 mi de solu-
grffiadlrin } ""teniendo KC1 50 mM, fueron cromato-
** %" G- 1fr?s; 111 equilibrada con la misma solucion.
lihr? 1., Y,KC1 0,5 . se incluyeron en la solucién de egui-
ibrio como eluyentes, donde se “indica.



Figura 4. cCn.oma.togsia{;a de Glc.UAc.-gqmX.Yia.Aa €n Stian.ocAa 111
0,5 unidades de G1cNAc-qui nasa (actividad especifica 0,26
U/mg de proteina) en 8,5 mi de solucidén A (ver Tfigura 1)
teniendo KC1 50 mM fueron cromatografi adas en una columna
Sefarosa |Ill, equilibrada con la misma solucidén. Glucosa
GIcNAc 0,02 My KC1 0,5 M se incluyeron en la solucién de
equilibrio como eluyentes, donde se indica.



3A

se aplicd, en otro experimento, un gradiente de KC1 de 0 a 0,3 M, obser-
vandose que la elucidén de la GIcNAc-quinasa se iniciaba con KC1 80 mM
aproximadamente y salfa en un pico muy amplio con un maximo a 150 mM KC1
(Fig. 5).

Con el objeto de conocer el comportamiento de una mezcla, a 0,5
unidades de glucoquinasa se agregaron 0,2 unidades de GIcNAc-quinasa y
el conjunto se cromatografi6é. En la figura 6 se observa que ambas enzi-
mas fueron retenidas a una concentracion de KC1 50 mM. Pero mientras la
glucoquinasa era eluida con glucosa 1 M, la GIcNAc-quinasa quedaba reten [
da y era eluida en una pequefia proporcion con QIcNAc 0,2 M y en su tota-
lidad con KC1 0,3 M.

.. \

Resultados que no se muestran probaron que en las condiciones en
gue la glucoquinasa y la GIcNAc-quinasa eran retenidas en la columna, las
nexoquinasas A y B no lo eran (Le6n y col., 1977), de modo que el proced i _
miento servia también para purificar glucoquinasa de estos contaminantes.

La glucoquinasa obtenida de la etapa de Sefarosa presentdé en elef
troforesis en acrilamida al menos tres bandas nitidas. Al ensayar la at
tividad fosfotransferasica se observd que solo una de estas bandas presef
taba actividad.

La etapa de cromatografia de afinidad ha sido clave en la purifica®
ciéon de la glucoquinasa (Holroyde y col., 1976b; Leb6n, 1977) y se ha cof

seguido separarla de las hexoquinasas y de la GIcNAc-quinasa (Monasterio

y col., 1977).



Figura 5. C/iomatogfiaria dz GlzUkz-quinaba. zn Sz{jatioba 11l vy
zluzién mzdiantz un ynadizntz dz KC¢;. 0,75 unidades de GIcNAc-
guinasa (actividad especifica 0,7 U/mg de proteina) en 8,5 mi
de solucion A (ver figura 1), fueron cromatografiadas en una
columna de Sefarosa 1Il equilibrada con 1la misma solucion.
Luego se aplico un gradiente de concentracion de KC1 prepara-
do en solucidén A.
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Figura 6. Cromatogsiad;a d& gZucoqu¢nasa y GIcNAc.-quinaga €n
Sz~aA.oca. Il1l. 0,5 unidades de glucoquinasa (actividad espe-
cifica aproximada 33 U/mg de protefna) y 0,2 unidades de
G1lcNAc-qui nasa (actividad especifica aproximada 38,4 U/mg de
proteina) en 15 mi de solucion A (ver figura 1) conteniendo
KC1 50 mM fueron cromatografi adas en una columna de Sefarosa
I1l equilibrada con la misma solucién. Glucosa 1 M, GIcNAc
0,2 My KC1 0,3 M fueron incluidos en la solucién de equili-
brio como eluyentes, donde se indica. ( = ) glucoquinasa,
(m ) GlcNAc-qu inasa.
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Las hexoqu inasas, glucoquinasa y GlcNAc-quinasa poseen en comdn la
propiedad de unir GIcNAc 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., 1976al. *

Los resultados cromatograficos en Sefarosa i muestran interferen-
cias, que causan una retencidén inespecifica de la glucoquinasa, que hace
gue la enzima no se eluya con glucosa, pero si con altas concentraciones
de KC1. (Lebn y col., 1976). Las reacciones efectuadas en la preparacion
de Sefarosa |1, permiten la presencia de grupos 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 reacciéon de la Sefarosa 1 con
TNBS, reactivo especifico para aminas primarias, comprobd la presencia de
tales grupos. Al acetilar la Sefarosa | con anhidrido acético se obtuvo

a Sefarosa IIl, en la cual la enzima, luego de ser retenida, era eluible
con glucosa. La Sefarosa Ill se comporta como el derivado utilizado por
dolroyde y col (1976b), lo que se explica porque estos investigadores hi
cieron la unién de ligando (glucosamina) al espaciador (acido 6-aminohexa

oico) libre y so6lo después unieron el compuesto espaciador-ligando a Ila
matriz.

La fuerte adsorcion de la glucoquinasa en Sefarosa Il y la sensi
oilidad a la concentracion 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 union de la enzima

a la matriz sustituida. Los resultados con espaciadores menos hidroféb i
eos,acido N-etilsuccinamico (Ledn, 1977) y diglicina (Holroyde y col.,
1976b) sugieren que la naturaleza hidrofobica del espaciador es importar®
te para la unién de la glucoquinasa. Una diferencia de las diversas Seff
rosas empleadas debida a posibles interacciones i0nicas que pueden esta-
blecerse entre la proteina y los grupos jminos resultantes del acopla-
miento de los espaciadores (Nistiikawa y Baildon, 1975), no parece proba-

ble. A pH 7-0 tales grupos se encontrarian cargados en los tres deriva-
dos que comentamos.

La retencion de GIcNAc-quinasa en Sefarosa 11l no parecejser sélo
por afinidad respecto a su sustrato, sino mas hien el resultado de wuna
mezcla de efectos. En efecto, la enzima no es elufda con glucosa (un mal
sustrato) y s6lo una fraccién de ella lo es con GIcNAc, requirjendose aj_
ta concentracién de KC1 (0,5 M) para elufr el resto. Esto indicaria pro®
bables interacciones con el espaciador de la Sefarosa.

Las hexoquinasas A y B no son retenidas en Sefarosa Il a una com™
centracion de KCI 50 mM (Le6n y col., 1977). Este comportamiento permi-
te facilmente separar ambas hexoquinasas de glucoqujnasa y de GIcNAc-

guinasa, pues éstas uUltimas son retenidas a esta concentracion de KCI.

EituxUo; ¢obste, a. esta.b¢Li,da.d de ca glucoguAnaACL. La rapida desaparicion
de la actividad glucoqujnasica en las primeras etapas de purificacion p£

dria deberse a la accion de enzimas proteolfticas. Sin embargo, Ia
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adicion a extractos crudos de higado de cerdo de feni 1lmeti 1sulfonilfluo-
ruro (PMFS), que es un inhibidor de las ser ina-peptidasas, no fue efecti
vo en la protecciéon de la glucoquinasa (Rose, 1976). Para mantener la
actividad de la glucoquinasa es necesaria la presencia de KC1, de gluco-
sa y de protectores de grupos tioles (DTT, 2-mercaptoetanol 6 N-acetil-
cisteina) (Salas y col., 1965; Parry y Walker, 1966; Babul y Niemeyer,
1966; Gonzalez y col., 1967; Macciont, 1975). Sin embargo, la enzima es
estable hasta por 3 meses cuando se guarda precipitada en sulfato de amf
nio a k°, en presencia de glucosa. Otros investigadores (Babul y Nieme-
yer, 1966; Parry y Walker, 1966), registrando la actividad s6lo durante
algunos dias, 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, yaque
Niemeyer y col. (1975b) describieron polimerizacion y cambios en los pa-
rametros cinéticos (nH para glucosa) de la enzima envejecida.

En la etapa de purificacion en Sephadex G-100 (ver Tabla t), la
enzima es estable hasta por tres meses, si se almacena a k° en la soluciodn
de elucidon de la enzima (ver Materiales y Métodos). La estabilidad es df
pendiente de la concentracién de KC1; si esta se baja a 100 mM, la activi
dad se pierde en un mes. Preparaciones enzimdticas 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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do a la baja concentracion de proteinas.
La”glucoquinasa era obtenida de higado de rata, como se 1in-

dico en Materiales y Métodos.
rificacidon eran consecutivas y
etapa de sulfato de amonio.

Las tres primeras etapas de pu-
la enzima se almacenaba en Ila
La actividad de la fraccion enzi-

Tnatica en sulfato de amonio no se media. En la etapa de Se-
phadex G-100 la actividad especifica variaba entre 0,y 2

U/mg de proteina de una preparacion

a otra. La cantidad de

enzima purificada por Sefarosa era usualmente entre 7 y 8

un idades .

Sepharose-6-aroi nohexanojl-2-ami no-2-desoxiglucopi ranosa.
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En etapas mas avanzadas de purificacion aumentaba la inestabili-
dad de la glucoquinasa. Asi, después de Sefarosa (Tabla t), la enzima
dilufda (0,15 U/ml) era estable s6lo por pocas horas, aun en presencia
de glucosa. En la figura 7 se muestra la curva de estabilidad correspon®
diente a una preparacion concentrada proveniente de Sefarosa la cual se
inactivaba répidamente. En 15 dias de almacenamiento a 40 perdié un 30%
de la actividad inicial y al mes estaba totalmente inactiva. En otra pre
paracion, 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 erdida 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
alicuotas para hacer las determinaciones de la actividad, aceleraba su
inactivacion.

2LiceSio; como ZAtabAJl,za.ntc. El glicerol ha mostrado ser un excelente es_
tabilizante de la enzima. La figura 8 ilustra el efecto del glicerol so-
3re la estabilidad de una glucoquinasa de higado de cerdo (actividad espf
tifica 0,68 U/mg de proteina). La enzima fue purificada en columnas de
~EAE-celulosa, equilibradas con soluciones salinas que contenian concen-
traciones variables de glicerol (de 0 a 20%). Las fracciones con actjvj_
:ad enzimatica se guardaron por 8 dias a 40, haciéndose determinaciones
t«riodicas (Rose, 1976). A los 8 dias la muestra con 5% de glicerol man-

“jivo aproximadamente el 68% de su actividad, mientras que en la con 20%



migura 7. Estabilidad, da la glucoqulnasa de higado de Kata
aspais de ;a purificacion mediante cromatografia de afinidad.
~a gjucoquinasa proveniente de esta etapa de purificacion
.actividad especifica 35,5 U/mg de proteina) se concentro
“asta 1,24 U/ml en una columna de DEAE-ce lulosa (DE-52) (vo-
tjmen de resina 5 mi), y se mantuvo a 40 en una solucidon que
contenia: fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; KC1L 300 mM; EDTA
~mM y DTT 1 mM. La actividad enzimatica se detectd espectro-
otometricamente, usando glucosa-6-fosfato deshidrogé nasa
.ver Materiales y Métodos).
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PORCENTAJE  OUCEROC

Figura 8. Efecto deZ gZZc.tA.oZ &obn.e Za aetZ\)Zda.d de. Za gZuco-
quZnaia obtenZda de;de coZumna6 de VEAE-ceZuZoAa. Se prepara-
ron 5 columnas equilibradas en Tris-HClI 10 mM, pH 7,5; MgSO/j

4 mM; 2-mercaptoetanol k mM; EDTA 1 mM, conteniendo 0, 5, 10,

15 y 20% glicerol respectivamente. ElI grafico indica el porcen-
taje de actividad remanente respecto al»,tiempo cero, al octa-
vo dia de haber obtenido las fracciones activas de dichas co-
lumnas y de permanecer guardadas a kO.

Figura 9. Efecto deZ gZZcen.oZ (>obAe Za actividad gZucoqu.Zndg,-
ca., Al medio de reaccidon de medida de la actividad (con gluco-
sa-6-fosfato-desh jdrogenasa) descrito en Materiales y Métodos,
se agrego glicerol para obtener concentraciones finales en Ila
cubeta den~5, 10 y 20%, determinadndose la velocidad inicial de
la reacc j6n.
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de glicerol su actividad no varié 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 glucoquingE
sica producia inhibicidn, como se observa en la figura 9. Una concen-
tracion de glicerol de 20% producia una inhibiciondb un 41% con respef
to al control. Hay que hacer notar que la concentracion de glicerol que
se obtendria en el medio de ensayo no sobrepasaria el 1% si la prepara-
cion a ensayar tuviera glicerol al 20% y se tomaran 25 pl para la medi-
cion. A esta concentracion 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 poljalcohol a través de la
desnaturacion reversible de la enzima (Gerlsma, 1968). El estudio ha pef
mitido postular que el efecto estabilizante del glicerol se deberia prin-
cipalmente al reforzamiento de las interacciones hidrofébicas y a la me-
nor ruptura de enlaces de hidrégeno de la proteina ocasionada por el me-
dio.

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

higado de rata por Holroyde y col. 0976b). En sus preparaciones mas



purificadas (actividad especifica 150 U/mg de proteina) observan so6lo un
10% de pérdida de la actividad después de almacenar la enzima de 6 a 8
semanas a 40 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-
cacion en DEAE-celulosa de la glucoquinasa de higado de rata, pero es ca_
paz de mantener su actividad aproximadamente durante una semana. ElI dli_
cerol al 20% ha sido probado durante la purificacién en las etapas de $£
farosa, concentracién a través de membranas de Amicon y cromatografia en
DEAE-Sephadex, etapa posterior a la de Sefarosa, encontrandose en todos,
los casos que el rendimiento es casi de un 100% (comunicacion 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 hidrofobicas y de los puen_
tes de hidrdégenos, se comprende que se favorezca una conformacion mas es_
table de la enzima que podria, por ejemplo, hacer a los grupos tioles me
nos susceptibles a una oxidacidén espontanea y a la accién del DTNB (ver
mas adelante el efecto del glicerol en "Modificacion Quimica'™). La esta®
bilizacion de una Unica forma de la enzima podria 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).



Efecto cj>tab¢lcz(urf.c dci bt&uzZ~tto de ;obLio. En etapas tempranas de la
purificacion, el bisulfito de sodio, en presencia de N-acet ilcisteirva, se
comportd como estabilizante de la glucoquinasa. En la figura 10 se muef
tra el porcentaje de actividad remanente de una preparacion cruda de gl£
coquinasa de higado 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 activacion de aproximadamente un 20x y luego decay6 la actividad
de la enzima con un t~”" aproximado de 22 hr. Este valor fue mayor que
el del control, de alrededor de 11 h., indicando que ain después de Ila
activacion hay protecciéon de la enzima.

La activacién de la enzima puede ser explicada por el aumento del
poder reductor en la solucién de almacenamiento, que podria producir la
ruptura de puentes S-S de la enzima oxidada durante la preparacidén del
extracto. Ha sido descrito que el bisulfito en presencia de cantidades
cataliticas de reactivos tioles y 02 produce la ruptura de enlaces dislj_
furos intramoleculares con la formacién de derivados S-sulfonados (Colé,
1967). La posible formacién de estos derivados en la glucoquinasa podria

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

mmcACm quimica

La modificacion quimica de residuos de aminoacidos ha sido emplea®
da ampliamente en la investigacion de la estructura de proteinas, asi co

mo de las interacciones entre macromoléculas y de los mecanismos
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Figura 10. Efecto pAoteetoA de bAJtuJL"Ato de (>odi.o ,obAe  a ac
t¢vida.d de ¢a. gtucoqu¢naca. Se utilizdé el liquido sobrenadan-
te después de la centrifugacién a 105.000 x £ de un homoge-
ne izado al 50% v/v de higado de perro que contenia: Tris-HCI
100 mM, pH 7,5; KC1 100 mM; EDTA 1 mM; N-aceti 1lcisteina 4 mM;
bisulfito de sodio 10 mM. En el control se omiti6o el bisulfi-
to de sodio. ElI sobrenadante se mantuvo a 40 durante el trans
curso del experimento.
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cataliticos de las enzimas. Ella ha permitido, mediante el uso de reac
tivos selectivos, identificar residuos de aminoacidos en el sitio acti-
vo 0 en sitios regulatorios de las enzimas (para revisiones ver: Shaw,
1970; Cohén, 1970; Sigman y Mooser, 1975). Ademgs, la proteccidén por
ligandos de la inactivacion por modificacion quimica de enzimas, ha sido
aprovechada para precisar el mecanismo cinético de la reaccidon (Sidi«.

1970; Wilson, 1978; WTlson, 1979).

FotooxAducXOYL de fieA-iduuOA de kAAtXxtina. El cambio de velocidad méxima y
de Kg ™ de la glucoquinasa en funcién del pH (Gonzéalez y col., 1967; 0Oat
denas y col., 1979) sugiere la presencia de un .grupo acido de pK aproxi-
madamente 7, importante para la actividad enzimatica que podria ser his-
tidina. Uno de los métodos para modificar residuos de histidina en una
proteina consiste en su oxidacion, catalizada por un colorante. Algunas
enzimas fosforilantes de glucosa han sido estudiadas en cuanto a los efef
tos de la fotooxidacién, catalizada por medio del colorante catidénico azul
de metileno, sobre algunas propiedades cinéticas. Asi, la hexoquinasa C
de higado de anfibio pierde la capacidad a ser inhibida por exceso de glf
cosa (Ureta, 1976); la forma pesada de la glucoquinasa microsomal (PM
120.000) de higado de rata se convierte en la liviana (PM 55.000) vy pie£f
3e la capacidad de ser inhibida por ATP y la sigmoidicidad para glucosa
Berthillier y Got, 1972); vy la glucoquinasa soluble de higado de rata

disminuye la velocidad maxima, aumenta el Kg ~ vy no varia el
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coeficiente de Hi.ll (Cardenas y col., 1979)..

El azul de metileno y otros reactivos han sido usados ampliamente
con la intencion de modificar residuos de histidina en varias enzimas
(para revision, ver Cohén, 1968). Sin embargo, su selectividad ha sido
cuestionada, pues otros residuos, como cistefna,@%etionina, triptéfano y
tirosina, pueden también oxidarse, dependiendo de las condiciones del ef
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 interpretacion errénea de los resol-
tados (Westhead, 1972). El colorante rosa de bengala muestra gran selef
tividad hacia histidina, debido a su caracter anidénico, especialmente si
se opera a pH neutro. A pH sobre 8 los grupos sulfhidrilos son especiaj
lente susceptibles a la oxidaciéon y la tirosina comienza a ser oxidable.

sor otro lado, la forma protonada de la histidina es resistente a la oxi_

dacién (Westhead, 1965).

Zyi&LLcji de Za 6o0fooKida.cc6n. La cinética de fotooxi dacién de la gluco-
cuinasa con rosa de bengala se estudidé con una enzima purificada hasta la
etapa de Sefarosa. Para analizar la cinética de fotooxidacidén se coloca-
ban los datos experimentales en graficos semilogaritmicos de la actividad
"emanente en funcion del tiempo. Tanto en presencia como en ausencia del
colorante, se observaba una rapida inactivacién, que conducia hasta un 50%

ce pérdida de la actividad en aproximadamente tres minutos. La rapida
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inactivacion inicial puede deberse al efecto de algun metal pesado, pues
al diluir la enzima en el medio de reaccidon sin EDTA, bajaba la concen-
tracion del quelante desde 1 mM en la preparacién enzimatica, a 0,06 mM.
Resul tadosque no se muestran indicaron que al aumentar la concentracion
de EDTA en el medio de reaccion a 1 mM la inactivacién casi desaparecia.
Por esta razon se omitié esta rapida inactivacion inicial en el analisis
de la cinética de inactivacion por fotooxidacion. El uso de amortigua-
dor fosfato pH 7 o Tris-HCI pH 8 no tuvo influencia sobre la cinética de
inactivacion. Lafigura 11 muestra que al iluminar en ausencia del colf
rante hay una ligera inactivacion de la enzima, que es de seudo-primer-
orden hasta los 60 minutos y tiene una constante de inactivacién de 0,01
min ~. El minuto cero corresponde al tiempo en que habia concluido la
rapida inactivacién inicial dependiente de la concentracién de EDTA. En
presencia del colorante se observa una cinética bifasica, donde la prim£
ra fase dura aproximadamente 25 minutos y tiene una constante de inacti-
vacion de seudo-primer-orden k! ~ , sin corregir por la segunda, de
0,045 min Ny la segunda fase tiene una constante de inactivaciéon de sef
do-primer-orden de k. ~ de 0,018 min . Al corregir la primera fase

por la segunda, se obtiene un valor para k! de 0,14 min \

PAoie.cc,6n potito* juAtnazo*. La presencia simultanea de ambos sustratos
de la enzima, glucosa y MgATP, a concentraciones saturantes, tenia un e-
fecto protector, tanto sobre el control sin colorante como sobre la fotf

oxidacién de la enzima (Fig- 11). En la tabla Use resumen los valores
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figura 11. Cfn<Ltfca de ¢cnacttvactén de, Za gZucogu.Zna6a pon ;O-
“00xZ.da.cEo6n con h06a de. be.nga.Za, en pne6encta y au.6e.ncZa de
c06 6u.6tH.ato6. La mezcla de reaccidn contenia: Tris-HCI 90 mM,
pH 8,0; rosa de bengala (R.B.) 6 x JO-5 mM; EDTA 0,06 jdM; DTT
3,06 mM; KC1 60 juM y 0,1 unidades de glucoquinasa provenientes
de la“etapa de Sefarosa Cactividad especifica 31,1 U/mg de
proteina). Las concentraciones de los sustratos MgATP y glu-
cosa fueron 5 y 100 mM respectivamente. En los controles se
lacia la iluminacidon en ausencia del colorante. ElI procedi-
miento experimental se detalla en Materiales y Métodos.
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TABLA 1l

Pnotzcctdn pon ¢u.itnato; dz Za &otooxidacién dz gZuco-
qu.inaca dz higado dz nata.

Constante de 1inactivacioén

Ad iciodn

ki obs en min"1
Nada 0,010
R-B.1 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 jnM respect ivainente. La con-
centracion de MgCl2 fue de 5 jnMm.

aR.B. = rosa de bengala.



de las constantes de inactivacion de seudo-primer-orden (k! ). La pro
teccion por los sustratos £100 (k! ~ con sustr. - k! ~ sin sustr.)/
ki obs sin sustrJ fue de 65%.

Para precisar si la proteccidén se debia a s6lo uno de los sustra-

-0s, se estudio la inactivacién en ausencia de sustrato y en presencia

cada uno por separado y en conjunto, comparandose los valores de la
actividad residual a los 60 minutos de inactivacion, con respecto a los
controles con los mismos componentes en ausencia de rosa de bengala. En
a figura 12 se observa que ATP, pero no glucosa tiene efecto protector.
o parece no influir sobre la fotooxidacién, pues MgATP presenta un
efecto protector similar al de ATP. En otras quinasas no ha sido estu-
*"ado, a nuestro conocimiento, el efecto del ATP sobre la fotooxidacion.
;in 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
oodria sugerir una relacidon entre el residuo de aminoacido oxidado y la
union del ATP.

Como la glucoquinasa necesita para su estabilidad de la presencia
ce KC1 y de protectores de tioles, entre otros, se probé si la baja con-
wentracion de estos protectores en el medio de reaccidon podia contribuir
2 la inactivacion de la enzima por la fotooxidacion. La concentracion
ce KC1 entre 60 y 300 mM no tuvo efecto significativo sobre la cinética

ce inactivacion. La incubacién de la enzima con DTT 10 mM por 30 minutos,



Nada Glc+MgATP Glc ATP

Adiciones al sistema basico

;gura 12

E{,e,c.to
txzlén~de

pnotecton de
la

log¢
gluco quinaba

iustnatoy

;obne la {otooxl-
pon no&a de bengala. EI medio de
«accion y la concentracidon de los sustratos fueron iguales
os descritos en la figura 11. La actividad remanente fue
Tec"da a los 60 minutos de iniciada la reaccién. El efecto
—~« la fotooxidaci on se expresa como el cuociente entre las
fotividades remanentes en soluciones de igual

composicion
-=n rosa de bengala (R.B.) y sin R.B.



55

al tiempo cero y después de 80 minutos de fotooxidacion, no produjo reac
tivacién de la enzima, indicando la ausencia de grupos tioles oxidados

que fuesen reducidos por el DTT,

Ectuclio di Log> fiestduuOi> de. cASteXna. Este estud.io se realizé utilizando
dos preparaciones con diferente actividad especifica. Inicialmente se u-
s6 una enzima proveniente de la etapa de cromatografia de afinidad (Sefa-
rosa)(activi dad especifica alrededor de 30 U/mg de proteina), y mas tarde,
preparaciones provenientes de la etapa de purificacion de Sephadex (acti-
vidad especifica alrededor de 1,5 U/mg de proteina). Esto resulto del
necho que la enzima mas pura se inactivaba espontdneamente al diluir la en
zima en ausencia de los protectores de grupos tioles (DTT o 2-mercaptoetf
nol) que habfan acompafiado a la enzima durante su purificacion. Se dedi-
dié entonces realizar la modificacién de residuos de cisterna con DTNB,

en la preparacion de menor actividad especifica. En otros estudios sobre
~odifi cae i6n quimica, probablemente de residuos de cisterna, de glucoqui-
iasa y de hexoquinasa B, altamente purificadas, ha debido realizarse el
tratamiento de la enzima en presencia de glicerol (Connolly y Trayer,
"979b) o glucosa (Connolly y Trayer, 1979a), respectivamente. Mostraremos
primero los resultados sobre inactivacion por dilucién, que parecen corres

ponder a una oxidacidn por oxigeno.

OxXdacA.6n espontanea. En estos estudios preliminares se us6 la glucoqui-

iasa purificada hasta la etapa de Sefarosa. En ausencia de protectores
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de grupos tioles, se observa con esta preparacién una rapida pérdida de
la actividad glucoquindsica al diluir la enzima en un medio en que se
haria eventualmente el tratamiento con reactivos de tioles. Esta inac-
tivacion se sobrepone a la inactivaciéon de la enzima concentrada, como
se observa en la figura 13. La reaccidén sigue una cinética donde puede
distinguirse una fase réapida, de 4 a 5 minutos de duracién, seguida de

al menos otra fase lenta hasta alcanzar aproximadamente un 40% de la af

tividad inicial. Las constantes de inactivacion de la primera fase

&! , ), obtenidas de las diluciones hechas a los 9, 35, 6l y 86 minu-
tos después de la eliminacién del DTT, fueron 0,058, 0,058, 0,048 vy
0,070 min_l, respectivamente.

ZeaciX.va.c;6n pon. VTT y pnjOte.c.cA.6n pon. &oU>tnjxto&. La inactivacion espon-
tadnea en ausencia de protector de tioles era revertida completamente al
agregar DTT, lo que es un buen indicio de que ella corresponde a una Oxj_
dacion de residuos de cisteina de la enzima. En la figura 14 se observa
gue la inactivacidén realizada en presencia como en ausencia de glucosa

es revertida por DTT. El ensayo de inactivacion se hizo segin un proto-
colo similar al de la figura 13, lo que explica que en ausencia de glu-
cosa la recuperacién supere el 100% pues hubo una inactivaciéon previa al
ensayo, que también es revertida por el DTT. La inactivacion fue bifas i

ca, con una constante de inactivacion k! ~ en presencia de glucosa de

0,095 min ~y una kI 5 del control de 0,088 min Estos resultados
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rigura 13. C¢nif¢sca de ¢a ¢nacf¢v(icebn edpontéanea. de ¢ca g¢u-
zoqu¢ina.;ci en auiencia de pnofeefon.e; de QKupo;, £;0leq. El
-mtedio de 1incubacidon contenta: gl icil-gl icina 6k,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 especi-
fica 33,1 U/mg de protefna). La deteccidon de actividad enzi-
*atica se realizdé como esta descrito en Materiales y Métodos
:ara la inactivacidon por DTNB. La cinética de 1inactivacion
inicié por dilucion (3,3 veces) de la enzima en los tiempos
ndicados por el punto inicial de cada curva, luego de haber
- iminado el DTT. La linea punteada que une los puntos ini-
- ales muestra la cinética de 1inactivacién de la enzima sin

I luir y es el tiempo cero para cada experimento en que se
I *iluyé la enzima.



Figura Jk. Cinética de Inactivacion espontanea en ausencia
de VTT vy tiecupelacién de la actividad de glucoqulnasa. El
protocolo experimental y el medio de reaccion fueron simi-
lares a lo descrito en la figura 13, excepto que en uno de
los ensayos se us6 glucosa 100 juM, y que en ambos ensayos

se agreg6 DTT 10 mM al tiempo 1indicado. EI minuto cero co-
rresponde al momento de la dilucién, como en la figura 13.
El control corresponde a la dilucién hecha 9 minutos después
de eliminar el DTT y el experimento con glucosa 25 minutos
mas tarde.
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luestran que no hubo proteccidn debida al sustrato glucidico, lo que se
confirmé en otros experimentos en los que se alternd el orden, haciendo
primero el experimento con glucosa y a continuacién el control sin sus-
trato.

Se estudi6é también el posible efecto protector del sustrato nu-
cleotfdico. En la figura 15 se muestra que la adicién simultanea de
MgATP y glucosa no modifica la inactivacion espontidnea de la glucoquingE

sa, siendo igual la constante de inactivacién kk ob (0,09 min 1) a la

S
el control sin los sustratos. EI ATP solo y el ATP sin M92+ mas gluco
sa tuvieron un efecto protector, revelado por una Kkj menor, 0,05 y

. -1 . 2+ .
0,03 min , respectivamente. El efecto del Mg no fue especialmente "

tud iado.

°h.ot2.c.cA.6n pon. gticeAot. Como el glicerol es un estabil izante 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 jnat
tivacion espontdnea, en su primera fase. Las k! Qbs aproximadas fueron
de 0,08, 0,05 y 0,02 min ™ para el control y para 10 y 20% de glicerol,
-espectjvamente. Estos resultados sugieren que el mecanismo estabilizan®
te del glicerol es, al menos en parte, favorecer una conformacion donde
tueden menos expuestos los grupos sulfhidrilos susceptibles a la oxida-
1ion.

Como resumen de este conjunto de experimentos podemos concluir que

a inactivacion espontanea de la glucoquinasa altamente-purificada, en
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“igura 15. Edicto de lo* *u*ltialo* *obfte La cinética de. Inac-
tlvacldn e*pontdnea de la glucoquina*a. ElI medio de reaccidn
fue similar al descrito en la figura 13» excepto que se agre-
garon a éste, donde se indica, glucosa, ATP y MgC”™ en con-
centraciones de 50, 2,5 y 10 mM respectivamente. La cinética

de 1inactivacidén se inicid igual como se describe en la fiqu-
ra 13.
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7igura J6. Edicto del gllceKol ,oble la cinética de Inactiva-
cion e-ipontdnea de ¢a glueoqulnada en aa&encla de pKotectofieg
ce gstupo6é tloley, . EI medio de reaccion fue similar al des-
crito en la figura 13, excepto que se agreg6 glicerol en las
concentraciones que se indican. La cinética de inactivaciodn
sglinicié al diluir la enzima 3,3 veces en el medio de reac-
cion.
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ausencia de protectores de grupos tioles, se debe a la oxidacidn, posi-
blemente por el oxigeno atmosférico, de algunos residuos de cisterna.
Algunos de ellos estarian especialmente accesibles y serifan responsables
de la fase de inactivacion rapida. Los sustratos glucosa y MgATP, a
concentraciones saturantes, no son capaces de pro{éger a la enzima de es_
ta oxidacion, en cambio el ATP (sin Mg ) parece disminuir la inactiva-

cion. En forma dependiente de su concentracion, el glicerol puede dis-

minuir la fase de inactivacion rapida.

Modsusca.c;6n pon PTWB. Como se explicd 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 proteina), que eran
bastante estables, pues no perdian actividad al ser guardadas hasta dos

meses en el refrigerador en las condiciones de elucion (mezcla salina

con KC1 0,3 My DTT 1 mM) .

Clinitica de. la. ¢ncLcEsveLCeon.  Se realizd el tratamiento de la enzima con
DTNB en un rango de concentraciones de 10 a 2 x 10 mM. En un grafi-

co semilogaritmico de actividad remanente en funcion del tiempo (Fig.17s)i
se observa que la cinética de inactivacion observada es multifasica vy
gue cada fase es de seudo-primer-orden con respecto a la concentracién

ae enzima activa. En la primera fase se alcanza entre un 70 y un 80% de
nactivacion en los dos primeros minutos de la reaccion con concentraeif

“es de DTNB entre 10 2 y 2 x 10 mM. La segunda fase seria
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NDIEbr3 *1* Ina<c;®WIC-~n de glucogalnata de higado de nata con
VINti. Alicuotas correspondientes a 114 ml de glucoquinasa se

trataron con diferentes concentraciones de DTNB bajo las con-

diciones descritas “en Materiales y Métodos. La reaccidén se
mcio con la adicién de la enzima, a) Grafico directo del
garitmo de la fraccion de actividad residual en funcion del

i-
lo-

tiempo, a diferentes concentraciones de DTNB. b) Gréafico de

dobles reciprocos de la constante de inactivacion de la pr
mera Tase (kj correg) calculada a partir de los datos del

i-
re-

cuadro del grafico ¢ en funcion de la concentracion de DTNB.



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

Al estudiar la variacion de la constante de velocidad de inactiva
cion de la primera fase (kj Qbs) en funcidon de la concentracion de DTNB,
se observd una relacion hiperbdlica, que sugiere saturacion de la enzima
por DTNB. Esta situacion permite establecer una analogia entre el fen0-
meno de inactivacion y el fendmeno general de interaccién enzima-ligando.
La formacidon del complejo reversible enzima-DTNB Ilevaria posteriormente
a la liberacion de enzima inactiva, irreversiblemente modificada, y del

anion TNB. Se puede, entonces, describir la reaccion de inactivacion de

la siguiente manera:

: N complejo k_
enzima + DTNB ~ enzima-DTNB —— » enzima inactiva + TNB (@)

k-1
=onde k1l y k 1 son las constantes de velocidad de formaciéon y de disocia
cion del complejo enzima-DTNB, respectivamente, y k? es la constante de
velocidad de la inactivacion del complejo enzima-DTNB, para dar enzima

rrevers iblemente modificada (Glazer y col., 1975; Connolly y Trayer,

1979a) .
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1,0

-tgura 38. Re.ac.tiva.c¢dn pon vTT de 1a gZucoqu.ijha.ia ¢ nclctivada
pon vTsiB. En cada experimento se 1inactivaron 108 jil de gluco-
guinasa con DTNB 2 x JO0-3 juM, como se describe en Materiales
/ Métodos. En tres experimentos consecutivos se agregd DTT

10 mM (concentracién final) después de 3, 5 y 10 minutos de

nact ivac ion (se indica con flechas en la figura). (= ), ex-
perimento control en ausencia de DTT; (0O ), reactivaciodon con
-TT de la enzima parcialmente inactivada.
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Este mecanismo se describe por la ecuacidn siguiente, cuya deriva

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

K. = -4 ———————. — @
. Kd + (DTNB)

donde Kd = k~/kj

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

ecuacion linearizada :

e X - ©
Ki k2 k2 U>mg) -

El grafico del reciproco de kj ohs en funcidon del reciproco de la
concentraciéon de DTNB mostr6 una relacion lineal, que permitidé calcular
la constante de velocidad de la inactivacion ¥, cuyo valor fue 0,833 muT1.
Este grafico también permitid calcular la constante de disociacién (Kd)
del complejo enzima-DTNB, que fue de 6,67 x 10"7 M (Heberlein, 1979). Es-
tos valores estan alterados por la contribucién de las otras fases de i-
nactivaciOn a k!. Al suponer que la inactivacion llega a ser total, se
puede corregir la k! observada (k! obs) (Ray y Koshland, 1962) y los va-
lores de k2 y Kd resultantes del grafico de dobles reciprocos (fig. 17b)
son 1,62 min y 9,1 x 10 7 M, respectivamente.

Si el mecanismo de inactivacién fuera el siguiente:
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Figura J9. IncLC.£;\jacd,6n de, ¢a gtucoquén.a.¢a. a d¢f,e*.ente,; te,m-
pe,Ka.-tan.a;, . Se modificaron 96 juU de glucoquinasa por experimen-
to, cojdo Se 1indica en Materiales y Métodos, con DTNB 2 x 10"3
mM, en bafos termoregulados a diferentes temperaturas entre

0o y 30°. a) Grafico seailogarftmico de la fraccion de acti-
vidad residual en funcidon del tiempo, a diferentes tempera-
turas de modificacion, que se indican en la figura, b) Gréa-
fico del logaritmo de k] correg» expresada en min"1, en fun-
cion de 1/T, segun Arrhenius. La energia de activacidn para

el proceso de inactivacion obtenida de la pendiente de este

grafico es de 15,17 kcal/mol.
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La velocidad de inactivacion es una medida cinética indirecta de
la reactividad de los grupos tioles y s6lo se puede concluir que la pri
mera fase de inactivacién corregida corresponderia a una poblacién de
grupos tioles que reaccionan rapidamente y que son responsables del 60%
de inactivacion. Las otras fases de inactivacion no han sido estudiadas,
pero se podria especular diciendo que éstas se deberifan a la reaccion de
grupos tioles no expuestos y que sOlo aparecerian después de la primera
fase de reaccidén por cambios conformacionales simultaneos o secuencia-
les de la enzima que distorcionarian el sitio activo. También es posi-
ble pensar que parte de la inactivacion lenta sea ocasionada por los cam
Dios conformacionales mismos que son la consecuencia de la modificacion
inicial de grupos tioles. La reactivaciéon por DTT de la enzima modifica
3a con DTNB (Heberlein y col., 1979) prueba en todo caso, que la inacti-
vacion se debe esencialmente a la modificacion de grupos tioles.

La variacion de la constante de inactivacion de la primera fase
con la temperatura, a una concentracién habitual de DTNB (2 x 10_3 mM),
muestra que esta fase corresponde a un fendémeno homogéneo,, sSi se consi-
3era la ljnearidad del grafico de Arrhenius. La existencia de mds de un
Droceso simultaneo sélo podria aceptarse si éstos poseyeran igual ener-
;"a de activacidén. La energia de activacion de este proceso resultoé ba-
ja (15,17 kcal/mol), si se compara con los valores obtenidos para la
nactivacion de la hexoquinasa de levadura por 2-(N-bromoaceti 1)-D-galat

tosamina (6 a 60 kcal/mol en dos rangos de temperatura) (Otieno y col.,
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1977). Sin embargo, esta supei reactividad de los grupos tioles de la

primera fase, no seria tan excepcional. En efecto, en otras enzimas, c£
mo Ffosfofructoquinasa y papaina (Cohén, 1970), se ha observado que ciei—
tos residuos tioles reaccionan con DTNB a una velocidad hasta 20.000 ve

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

P&idida de la ¢udbceptibitidad a la accion del VINB. Como ya se dijo, la
glucoquinasa purificada hasta la etapa de Sephadex es estable aproximada™
mente dos meses, si se mantiene a 4o0. Sin embargo, la susceptibilidad a
ser inactivada por DTNB permanece estable s6lo alrededor de un mes, pro-
duciéndose entonces el hecho, aparentemente no descrito, de una clara di
sociacion entre la pérdida de la actividad catalitica y la posibilidad
de que la enzima sea inactivada por el reactivo de grupos sulfhidri los.
En la figura 20 se ilustra una de dos preparaciones en la que se observod
el mismo fendémeno. Después de aproximadamente treinta dias desde su ob-
tencidén, la enzima comenzaba mas o menos abruptamente a perder la suscef
tibi lidad a la accién del DTNB (2 x 10 mM), lo que se manifestaba como
una disminucién del valor de k% ofis & Partir de su valor inicial de

3,5 min \ Alrededor del dia 60, la k! Ilegaba a cero y la enzima
comenzaba a inactivarse con rapidez.(Fig. 20). Es importante hacer no-
tar que en el momento en que la enzima se hace inerte a la accién del

DTNB, aun mantiene alrededor de un 90% de su actividad catalitica.
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Figura 20. JlA.sizaczén en ez tZempo de Za actzvZdad de Za gZu-
coquZna¢a y de ¢>u eptZbzzzdad a Za accZén del VTNB. La
susceptibilidad al .modificador se empresa como el valor de

kI obs con DT”B ~ -x 10“3 mM. EI tiempo corresponde a los dfas
de almacenamiento desde la preparacion de la enzima. ( = ),
actividad enzimatica; (0 ), constante de inactivaciéon kj Qks
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En la glucoquinasa envejecida ha sido descrita una oligomeriza-
cion, acompafada de una desaparicién de la sigmoidjcidad de la funcidn
de saturacidon con glucosa (Niemeyer y col., 1975 b). En consideracion
a esto, en la enzima insensible al DTNB se midieron los valores del coe
ficiente de Hill () y de Kg ~ 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 inactivacién de la enzima,
en el momento en que aun se mantenia un 50% de su actividad inicial (dia
68 en la figura 20). Por lo demds, la enzima envejecida no cambidé su
peso molecular, a juzgar por el comportamiento en columnas de Sephadex
(Heberlein, 1979). La enzima en estado de avanzada purificaciéon (etapa
de Sefarosa) tampoco experimentd cambios en la filtracion en gel al inac
tivarse parcialmente por oxidacién espontanea.

La pérdida de la susceptibilidad al DTNB puede resultar de una
oxidacion de los grupos tioles en estudio, o de una distorsion en la es-
tructura terciaria de la enzima, que impediria la reaccion de esos tioles
con DTNB. Para diferenciar entre estas posibilidades se tratdé con DTT a

a enzima no susceptible al DINB. En dos preparaciones diferentes de en_
zima se observo una recuperacion 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. Simultaneamente

iubo reactivacion de la enzima. Sin embargo, la recuperacion de la
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susceptibilidad no era completa, obteniéndose valores de Kk oBs aproxi
madamente iguales a un medio (0,25 min de los originales (Heberlein
y col., 1979). Tampoco la recuperacion de la actividad fue completa en
las preparaciones envejecidas durante tiempos prolongados.

Los estudios realizados con la glucoquinasa que habia perdido la
susceptibilidad a ser inactivada por DTNB, tales como medicidén de peso
molecular, reactivacion y resensibilizacion por DTT, indican que el feno
meno se deberia a la formacion de uno o varios puentes de disulfuros in-
tramoleculares, descartandose la posibilidad de formacion de agregados
moleculares con enlaces S-S intermoleculares. Al estar los grupos tioles
en forma de disulfuros, no estarian disponibles para reaccionar con DTNB
y, por lo tanto, no se produciria la inactivacion de la enzima por causa
de la modificacibén quimica. La oxidacion de los residuos SH para formar
enlaces disulfuros durante el almacenamiento podria deberse al oxigeno
atmosférico, a pesar de que la solucion de enzima contenia inicialmente
DTT 1 mM. Esto estad de acuerdo con los resultados discutidos antenormen
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 catalitica,
aunque pudieran ser importantes para estabilizar una estructura enzimati

ca activa.



74

E¢ecto de <™ ¢cUAtAajto; y paodacto; ¢obne. Za Giactivacién pon. VTNB. Pa
ra la deteccidon y cuantifjcaeidon de las interacciones entre la glucoqui-
nasa y diversos ligandos, se tratdé la enzima con DTNB 2 x 10 ~ mM, en
ausencia y en presencia de cada uno de los sustratos y productos de Ia
reaccion que cataliza. La glucosa 100 mM tuvo un fuerte efecto protec-
tor de la inactivacion por DTNB (Fig. 21), pues disminuyé k! ~  desde
3.54 min 1 (experimento control) hasta 0,02 min~1, lo que equivale a 96%
de proteccién. El efecto residual que se observa con glucosa 100 mM es
del mismo orden que la inactivacidn espontanea en ausencia de modifica-
dor, y corresponde a un proceso aparentemente monofasico que se extiende
al menos hasta los 20 minutos de tratamiento con DTNB y glucosa (Monastf
rioy col., 1979 b).

El sustrato nucleotidico tiene sélo un leve efecto sobre kﬁ obs
el MgATP 5 mM disminuye kj ~ hasta 0.42 min \ lo que equivale a un
12% de proteccion. El ATP sin Mgz+, tiene un efecto semejante al del
“gATP, sin embargo la contaminacion por ADP (5,3% determinado por titul
cion con la reaccidon acoplada de piruvato-qui nasa y lactato-deshidrogent
sa, (Materiales y Métodos) podria dar cuenta de aproximadamente un 10%
ce proteccion. El Mg2+ no tendria efecto protector. La presencia simuj_
tanea de glucosa 100 mM y ATP 5 mM ejerce una proteccidén ligeramente ma-
«or que la de glucosa sola (Fig. 21).

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

nactivacion se estudid realizando el tratamiento con DTNB en presencia

:e glucosa-6-fosfato 100 mM o de MgADP 5 mM (o ADP 5 mM), como se
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igura 2i . ModLfiLcacL6n de. La gLucoqu.Lna.6a en paesencLa de
6U6taato6 de La aeaccLGn que catalLLza. Se modificaron
-20 mil de glucoquinasa por experimento, como se describe en
“‘ateriales y Métodos, con DTNB 2 x 10”3 mM, en ausencia (= )
en presencia de ATP 5 mM (4 ), MgATP 5 mM (A ), glucosa
-30 mM (O ), y glucosa 100 mM mas ATP 5 mM ( m ).
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observa en la figura 22. ElI glucosa-6-fosfato no tiene efecto protector;
aun mas, produce un leve aumento de Kj desde 0,51 min ~ (experimento
control) hasta 0,63 min \  Sin embargo, el MgADP y el ADP disminuyen

kit 2 hasta 0,17 min ~ (67% de proteccién). Como el efecto protector
de un ligando (L) es dependiente de la concentracién de éste, se pudo
determinar la constante de disociacion (K del complejo enzima-1jgando
con una concentracién subsaturante de DTNB (M), de acuerdo a la siguien-

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

Con este fin se trato la enzima con DTNB 2 x 10_3 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 resultantes de experi-
mentos preliminares. Resultados preliminares obtenidos recientemente

Monasterio et al., 1980) indican que, al menos para glucosa y 2-desoxj-
glucosa, puede calcularse un valor uUnico de constante de disociacién del
:omplejo que contiene el ligando, debido a que en graficos semejantes a
los de las figuras 23 y 24, al usar concentraciones variables de DTNB,

as rectas concurren en un punto situado en la abscisa. Esto indicaria

-na interaccioén del ligando tanto con la enzima libre como con el complejo
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-igura 22. Modificacion de. la glucoqueria*a en ph.c&cncla de
i.o; producto* de. la reaccién que. cataliza. Se modificaron
116 de glucoquinasa por experimento con DTNB 2 x 10”3 mM,
como se describe en Materiales y Métodos, en ausencia (0 )

y en presencia de glucosa-6-fosfato 100 mM ( =« ), ADP 5 mM
mA ) y MgADP 5 mM (A ).
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-igura 23. E¢iteto de Za concentAacZén de gZuco¢ia ¢o0bAe Za
~:n¢,>tante de veZocZdad de Zna.ctZvac.Z6n poA vTN8. Se inacti-
vo la glucoquinasa (95 JnU por experimento) con DTNB 2 x 10"3

, como se 1indica en Materiales y Métodos, en presencia de
-ferentes concentraciones de glucosa. Las constantes de ve-
ocidad (k]”0bs) respectivas se graficaron en funcion de la
concentracion de glucosa.
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rjgura 2¥. E~c.to de, ¢a conce,ntAacLOYi de, 2-de.¢soxLglucoga 60-
-Ae. La condtante, de, veJ.oc.Ldad de. ¢.Yiac.tlLvac.L6n poA VTNB. Se
nactivaron JI2 mi) de glucoquinasa por experimento segun la
rretodica descrita en la figura 23.
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enzima-DTNB, con igual constante de disociacion, la que denominamos KA.

En las figuras siguientes se jlustran los resultados tipicos que
permitieron calcular las Kp ~ para glucosa (Fig. 23), 2-desoxiglucosa
(Fig= 20 y ADP (Fig. 25), cuyos valores en estos experimentos fueron
2,53 mM, 28,94 mM y 3,10 mM, respectivamente.

Si en lugar de la constante de inactivacion observada (k% oﬁs) se
utilizan los valores corregidos por la participacion de la segunda fase
(v siguientes), se obtienen valores iguales dentro de las variaciones es
tadisticas esperadas.

El AMP, que es un analogo estructural del ATP y del ADP mostro
efect:° protector de la inactivacion. A diferencia de todos los 1ligandos
protectores anteriores, el AMP mostré un comportamiento parabolico al di
bujar el grafico del reciproco de la constante de inactivacién k% obs en

uncion de la concentracion del AMP (Fig. 26). Este resultado fue repro
ducible y sugiere que la accion del AMP resulta de la unidén a la enzima
de mds de una molécula ligando. Al linearizar el comportamiento parabd-
ico, en un grafico del reciproco de la constante de inactivacion en fun
wién del cuadrado de la concentracion de AMP, el valor de la interseccion
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-

.e un sitio comin para los nucledtidos y otro para los azucares, se

"ealizaron estudios preliminares en que se hacian actuar combinaciones
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m-gura 25. Efecto de, la concentraciéon de, kvv . obste, la cong-
FJ***- de. veJ.oe.ldad de. Inactivacion pon. vINB. Se inactivaron
- rdJ de @) ucoqu inasa por e-xper ijnento segun la metdédica des-
-"ita en la figura 23.
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Figura 26. E{jzato de. la concentracion de. AMP sobre la cons-
tante. de. velocidad de. Inactivacion pon VINB. Se finactivaron
108 jdU de g lucoqu jnasa por experimento segun la metddica des-
crita en la figura 23.
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de ligandos. Por ejemplo se usé ATP junto con ADP o con AMP vy, entre
los azucares, glucosa junto con glucosa-6-fosfato. En la tabla Ml se
muestra que el efecto del AMP es igual al de AMP mis ATP, en cambio, la
proteccién ejercida por ADP + ATP es mayor que la de ADP solo. Por otro
lado, glucosa h mM (concentracién no saturante) presenta un 63% de pro-
teccidén y en presencia de glucosa-6-fosfato 5 mM este efecto es incremeii
tado hasta un 73%. Discutiremos mas adelante estos resultados prelimin®
res en relacion con la informacién obtenida de los experimentos de ciné-

tica (ver Discusion).

CINETICA

E¢zc£o dz 1o; ¢>obrz ;a. vztocAdcid -inizial. Se estudié la in-
fluencia de la concentracion de dGIc en un rango de concentraciones de
k a 100 mM, sobre la velocidad inicial, a diferentes concentraciones fj_
jas de MgATP. En la figura 27 se observa que al hacer un grafico de la
variacion de la velocidad en funcion de la concentracion de dGlc, de a-
cuerdo a Hill (1913), a dos concentraciones de MgATP, 0,2 y 10 mM, Ia
pendiente no varfa y el valor del coeficiente de Hi.ll es igual a 1, con

firmando observaciones de este laboratorio (.Niemeyer y col., 1978).
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TABLA 111

Pnote.c.c6n pon ¢(igando* de. ¢a ¢naotloaagén de ¢ja gluco-
qu¢na*a pnoduc¢da pon VThiB.

Ligando Concentraciodn % Protecciodn
(mM)
AMP 20 65
AHP + ATP 20y 5 66
ADP 5 45
AOP + ATP 5y 5 77
Glc 4 63
Glc + Glc-6-P 4y 5 79

Se muestra el porcentaje de proteccidén producido por los
diferentes ligandos, calculado de la siguiente manera:

Las condiciones experimentales fueron similares a las
empleadas en la figura 21.
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rijgura 27. Gxd~Zco de HZILZ de ¢a. ¢uncién de 6CLtu.n.a.c;6n de gZu
-:qu.Zna;Q ufando 2-delJ>oxZgZu.cosa. como ;uitsia.to. Las velocida-
des iniciales fueron medidas a 30° en Tris-HCI 80 mM, pH 8,0,
conteniendo NADH 0,37 mM; KC1 100 mM ; MgC 1, 12 mM; DTT 1 mM ;
2-desoxiglucosa Centre 4 y 100 mM);0,021 U/ml de glucoquinasa
-.97 U/ml de piruvato-qu inasa y 0,11 U/ml de lactato-deshidro
:enasa. Las concentraciones de ATP corresponden a la del nu-
cie6tido libre. Las velocidades 1iniciales se expresan en to-
-2s los gréaficos de cinética (hasta la figura 45) como mU/20
por mi.
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Para estudiar el orden de interacciéon de los sustratos con la em
zima se variaron las concentraciones de dGlc y MgATP simultaneamente, ef
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 funcidn del recj_
proco de la concentracién de cada uno de los sustratos. Se obtuvieron
lineas 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 funcién del reciproco de la concentracioén
de los sustratos, se obtuvieron en ambos casos relaciones lineales, (re-
cuadros de las figuras 28 y 29). Estos resultados estan 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 estan con un
mecanismo ping-pong.

Los datos experimentales fueron adaptados a la ecuacion de velo-

cidad inicial para un mecanismo en secuencia al azar en equilibrio ra-

pido u ordenado en régimen estacionario:

(61
K, + KB+ KA + AB

a b
donde A representa la concentracion de dGlc y B la concentracion de
MgATP; K y K, son las respectivas constantes de Hichaelis para Ay B

o las constantes de disociacion de los complejos ternarios en complejo

binario y cada uno de los sustratos y K1a la constante de disociacion del
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efigura 28. GAdfitco6 de dobZe, KccZpAoco; donde. 2-deAoxtgZu.co-
a. e> cZ Au.dtAato vaAtabZc a dt~"CAcntc”™ conce.ntA.acsoncy fatjag
~e. 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 glucoqu inasa. En
e recuadro se muestra el grifico secundario de las pendien-
tes e intersecciones en Tfuncidon del reciproco de la concen-

tracion de MgATP.
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figura 29. Gai”™Xco dt dobltA AtcX pn.oc.o6 donde. MOQATP t; ti aua-
ciato vaAlablt a dX{jtAtntt6 conctntn.a.cXont; ¢Xjcu dt 2-dti;oxX-
j(‘,ucoécl. Las condiciones experimentales son Jlas de la figura
-3. En el recuadro se .muestra el grafico secundario de las
mTtersecc iones verticales y las pendientes en funcidén del re-
ciproco de 1la concentracidén de 2-deso*iglucosa, omitiendo Ilos
*alores correspondientes a 2-desoxiglucosa 20 mM.
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complejo E-A, Illamada también constante de inhibicién para A (Cleland,
1963a) .

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

Si bien usamos los graficos de dobles reciprocos y los gréaficos
secundarios de ellos para diferenciar los mecanismos, como es habitual
(Cleland, 1963b; Fromm, 1975), para el calculo de las constantes cinéti
-as se empleo el método de Hanes de linearizaci.én para la ecuacién 6, en
gue se trazan en un grafico las lineas correspondientes a S/v en funcidn
de S (Hanes, 1932). Por consideraciones estadisticas diversos autores
lan 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, 197*0. En nuestro caso los puntos experimentales se adaptaron me
jor a las lineas de regresion y los valores de las constantes eran mas
semejantes de un experimento a otro con este linearizacién que con la de
- jneweaver-Burk. Las figuras 30 y 31 corresponden al mismo experimento
ce las figuras 28 y 29. Las constantes se obtuvieron a partir de los
craficos secundarios de los valores de las pendientes o de las intersec
ciones en funcidén de los valores reciprocos de las concentraciones varijf
-les de los sustratos fijos (recuadros de las figuras 30 y 31). Los grf£
fieos secundarios de las pendientes suministran los valores de K vy Kk,

"3 que las intersecciones de las rectas con las abscisas dan directamente
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Figura 30. Edicto de la. concentracion de 2-deioxlglucoia io-
bre ¢a velocldad Inicial de la. reaccidon ca.la.Hza.da por glu-
coqulnaia. Las. condiciones del medio de ensayo son las de la
figura 28. En el recuadro se muestra el gréafico secundario
de las intersecciones verticales y las pendientes en Tfuncion
del reciproco de la concentracidén de MgATP.
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-igura 3J . Eructo de la concentAacldn de, MgATP ¢ obfie, la velo-

dad lru-dal de, la. sie.acdon ca.ta.Hza.da. PoOA. glucogulna¢a . Las
condiciones de) medio de ensayo son las de la figura 28. En
si recuadro se muestra el grafico secundario de las fintersec-
-iones verticales y las pendientes en funcion del reciproco
-e la concentracion de 2-desoxiglucosa.
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y - cuando las abscisas son 1/dGlc y 1/MgATP, respectiva-
ntente. Los graficos secundarios de las intersecciones proporcionan los
valores de K.~ y Kg/K.~K”, pues las intersecciones de las rectas con las
abscisas corresponden a - 1/K.Ia y _Kd/Kast cuando las abscisas son
1/dGlc y 1/MgATP, respectivamente. Los valores de las constantes corres
pondjentes al promedio de tres experimentos se muestran en la tabla IV.
En un mecanismo en secuencia al azar en equilibrio rapido se cumple Ila
relaciéon KMK.~ = KMK.g por la cual puede conocerse el valor de K.A.

Se utilizé también como criterio para postular un mecanismo en se
cuencia, en contraposicién a un mecanismo ping-pong, el hecho que existe
una relacion parabolica entre el reciproco de la velocidad y el reciproco
de la concentracién de sustrato, cuando ambos se mantienen en una relacion
constante (Gulbinsky y Cleland, 1968; Garcés y Cleland, 1969; Tsopanakis
y Herries, 1975) (Fig- 32). El valor de la velocidad méxima en este ex-
perimento se obtuvo como el valor inverso de la ordenada a concentracién
infinita de los sustratos. En comparacién con el valor obtenido con glu
cosa como sustrato, la velocidad maxima con dGlc fue s6lo 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 1V

Conifanf&4> c¢néf;ca.; pcLUa glucoqui,naaa ddE&fimg-
nad(U> en zi>fu.d;o& de \><iiocida.d ¢fi¢cc.iaq.

Constante
cinétical Valores2 (mM)
Ka 19,16 *+ 2,33
Kb 0,56 * 0,05
Kja 40,67 * 3,30
Ka/Kja Kb3 1,37 *+ 0,24

l1Ildentjficacion de los subindices: a, dGlc;
b, MgATP.

2Los valores son el promedio de tres conjuntos
de datos y su error estandar. Los valores de
yelocidad mljiiiDa para los tres conjuntos fue-
ron J7,7, 2J*Q.8 y J4,J6 jnU/jnl.

3Cor responde a K..~ si el jnecanisjno es al azar
en equilihrio rapido.
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:[gura 32. G~id~tco de. dobtes> A.cc..pA.oco,> donde. ca,> conccntA.a-
cLone”™ de 2-deioxigiu.co&a lo glucosa] y MgATP ;c vaA.iaA.on en
Aazén con&tantc. Las condiciones del medio de ensayo son si-
gilares a las descritas en la figura 27. La razén entre la
concentracién de 2-deso*iglucosa y MgATP (0 ) fue 50 y Ila
"azén entre glucosa y el nucledétido ( = ) fue 10. Los expe-
"imentos del recuadro se hicieron con la misma preparacion
enzimatica y en el mismo dfa; la concentracién de MgC12 es-
tuvo presente en un exceso constante de 5 mM sobre la concen-
tracion del nucledtido.
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ABAlI& d& la. velocidad Inicial en pac*encia de Inklbldone* de punid
mueAlo, analogo* de £04 ;ualaoXc*.

Para conocer el orden de interaccién de los sustratos con la en-
zima, es decir, para diferenciar entre mecanismos al azar y ordenado, se
estudid el efecto de N-acetilglucosamina y de AMP sobre la velocidad i-
nicial al variar la concentracion de ambos sustratos, de acuerdo con el
protocolo experimental habitual en estos trabajos. Se sabe de estudios
cinéticos con glucoquinasa que la GIcNAc es un inhibidor de tipo competj_
tivo con respecto a glucosa (Salas y col., 1965; Gonzalez y col., 1967).
Por otra parte, AMP ha sido utilizado como inhibidor de punto muerto, a-
nalogo de ATP, para dilucidar el orden de interaccion de los sustratos
con la hexoqu inasa de levadura (Fromm y Zewe, 1962b) y con la hexoquin.a
sa de cerebro de bovino (Bachelard y col., 1971).

La inhibicion por estos anadlogos de punto muerto puede ser amal i
zada de acuerdo con la siguiente ecuacion, que vale para una inhibicidn
lineal mixta y que incluye todos los tipos comunes de inhibicién (comp£t
titiva, no competitiva e incompetitiva) como casos especiales o0 asinto-

ticos:

)

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

I, concentracion del inhibidor; S, concentraciéon del sustrato variable;



Kis y Kil, constantes de inhibicion como las define Cleland (1963b) vy
qgque son obtenidas de los graficos secundarios de las pendientes (sjope)
y de las intersecciones (jJintercept) en funcion de la concentracidon del
inhibidor, respectivamente. Ver en el apéndice A, "Analisis del efecto
de inhibidores” p. 152 para fundamentacién de las ecuaciones correspor”
dientes a un mecanismo secuencial BiBi.

Si al usar el inhibidor competitivo de cada sustrato se logra I*
dentificar el tipo de inhibicién (ho competjtiva pura, mixta, incompeti-
tiva) en relacion con el otro sustrato, se"puede tener cierto grado de

certeza sobre el mecanismo cinético de la reaccion en la generalidad de

los casos.

Inklbice6n poA. N-aceliJLgiu.coccungna of vasUcui dGlc y MgATP. Se estudid
el efecto inhibitorio de GIcNAc con dGlc como sustrato variable, a dife_
rentes concentraciones fijas de MgATP. Al trazar un grafico del recipro®
co de la velocidad en funcidon del reciproco de la concentracion del azu-
car (concentraciones aproximadamente entre Ka y 3 veces Ka) a diferentes
concentraciones fijas de GIcNAc y con MgATP 1,2 mM (2,1 veces K*) se a
tuvieron lineas rectas que se intersectaron en el eje de la ordenada
(Fig. 33). Esto se interpreta como una inhibicion competitiva de GIcNAc
con respecto a dGlc. ElI mismo comportamiento se ob.servd al trabajar con

concentraciones de MgATP menores (0,7 veces K, } o mayores (6,A veces KM).
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rignra 33. Gsiaulco de, doblen Keclptiocoa pafia la Inhibicién
ie, glucoqulnaAa posi H-acetllgluco ¢sasnina cuando 2-deJ”™oxlglu-
~0¢,a C¢ el cuitfiato variable. Las condiciones del ensayo son
similares a las descritas en la figura 27. La concentraciodn
e 2-descucig lucosa varid en un rango de 20 a 60 mM y MgATP
se mantuvo constante (J,2 mM) .
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Cuando el sustrato variable fue MgATP, la inhibicién fue de tipo
mixto en un rango amplio de concentraciones de dGlc (entre una Yy tres
veces KN (Fig. 3*0. Ambos tipos de inhibicidon fueron confirmados en
graficos de Dixon (1953) (1/v en funcién de I) y de Cornish-Bowden (197*0
(S/v en funcién de D) (Fig. 35). La K; suministrada por el grafico de
Dixon corresponde numéricamente a Kis y la K- de Cornish-Bowden a Kii.

Los resultados de inhibicidén con GIcNAc 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 valore? de las constantes de
inhibicidén para glucoquinasa a partir de los experimentos con GIcNAc, y
utilizando los graficos secundarios de las pendientes y de las interac-
ciones obtenidas de los graficos de dobles reciprocos (no jlustrados).
Se observa que en la inhibicidon competitiva por GIcNAc con respecto a
dGlc, Kis (obtenida del grafico secundario de las pendientes), no varia
en funcion de la concentracion del sustrato fijo MgATP. Esto es de es-
perar en un mecanismo ordenado, en que dGlc es el primer sustrato, y
donde Kj = Kis. Si dGlc fuera el segundo sustrato, el valor de Kis d£
biera depender de la concentracion de MgATP. Este resultado también es
compatible con un mecanismo al azar en equilibrio rapido, so6lo si Kj o
tenida de Kis es igual a K. obtenida de Kii, es decir, si hay igual afj
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



"igura 3A. Gna”~c.0 de doblen leclpuoco* pcuia la Inhibicién de
3lucoquina¢ga posi H-acetllgluco¢amina cuando MgATP e; el ¢(ug-
I"ato valdilable. Las condiciones del ensayo son similares a
as descritas en la figura 27. La concentracién de MgATP va-
"i6 en un rango de 0,1»J a 3*55 mM y la concentracidn de
2-desaxiglucosa se mantuvo Tfija en 26 mM.
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figura 35. Ink¢becebn de, Qlntogu.Lnasa. pon N-CLce,t¢lgéucosa.m¢na.
traficos de Ouon Ca, c\ y de Corn Isti-Bowden Cb, d] correspon-
dientes a los resultados de las figuras 33 Ca, b) y 3* (c, d) .
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TABLA V

Con¢lantce de inhibicién pana giucoguinaia detenminada; decdc fo; e¢gtudiog de
inhibid 6n pon N-acegilgsuco¢ amina.

Constantes de inhibicion (mM)

S_u_strato
fijo (mM) Kis Ki <Kis>’ Kii Ki (Ku)1
MgATP
0,41 0,67 i 0,06 0,67 1 0,06 - -
1,20 C,70 i 0,16 0,70 t 0,16 - -
3,60 0,62 i 0,09 0,62 1 0,09 .- -
Promedio - 0,63 i 0,04
dGlc
20 1,47 i 0,16 0,99 i 0,27 0,60 i 0,14 0,29 1 0,14
26 1,26 i C,12 0,76 i 0,10 0,99 i 0,10 0,42 i 0,14
36 1,22 i 0,10 0,65 = 0,16 0,83 i 0,10 0,29 + 0,10
Promedio - 0,80 i 0,10 - 0,39 * 0,04

"Los valores de K; fueron calculados a partir de Kns [K¢E=Kj(1+A/Kia)] o de
Kjj [KiirKj (1+A/Kfi)] para cada concentracién del sustrato fijo dGlc. Cuando
MgATP fue el sustrato fijo, = Kjs- Para el calculo de los errores de las
constantes se utilizaron las desviaciones estandares de las intersecciones y
de las pendientes de la linea de regresion. El error de los promedios de las
constantes de inhibicién se calculd' como la desviacion estdndar de la media
(E.s. = s//RA), donde E.S.y s son la desviacion estandar de la media y de los
valores de respectivamente, y n es el numero de constantes.
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concentraciéon de MgATP y su valor (numéricamente igual a la Kj del gr£
fico de Dixon) es complejo. En efecto, Kis contiene los valores de la
concentracion del sustrato fi&o” ademas de Kia“ Ka’ Kb y las constantes
de inhibicién de 1 al jnteractuar con la enzima libre (E x I/EI) y con
el complejo binario (ES x I/ESI).

Al comparar los valores promedios de Kj calculados de la inhibi_
cién competitiva con dGIlc y de la inhibicion mixta con MgATP, no resu]_
tan estadisticamente diferentes (p > 0.05).

Si délos experimentos de inhibicion por GIcNAc con MgATP variable
y dGlc fijo, se calculan los valores de Ky a partir de Kis y de Ky a
partir de Kjj, tomando en cuenta los valores de K.13 y K3 de la tabla
IV, se observa que a cualquier concentracién dedGlc, Ky de Kis es ma-
yor que Kj de Kii (p< 0,001 en prueba de datos pareados). ElI promedio
de los valores de Kj de Kis es 0,80 + 0,10 y essignificativamente ma-
mor que el de Kj de Kii que es de 0,39 - 0,04 (p < 0,01). Estas dift
mencias serian compatibles con un mecanismo al azar en que Kj de Kis
fuera la constante de disociacién del complejo enzima-inhibidor y Kj
ae Kii la constante de disociacion del inhibidor desde el complejo tef
iario E-MgATP-inhibidor (ver Apéndice A "Inhibicién de punto muerto..,
etecanismo en secuencia al azar en equilibrio rapido"™ p. 164). En un
mecanismo ordenado con dGIc coito primer sustrato, en que GIcNAc jnteraf
tuara s6lo con la enzima libre, la diferencia de los valores no tendria

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

IYUUhAjdién poA. AMP di vewmvl MgATP y dGzxi. Los valores obtenidos con
AVMP 40 mM se escapan con frecuencia de la linearidad en diversos gra-
ficos, especialmente a concentraciones bajas de MgATP (< 1,2 mM). PeM
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-
bicion por AMP, con concentraciones del inhibidor que variaron entre
5y 30 mM, se obtuvieron lineas rectas muy bien definidas como se ob-
serva en la figura 36. Por otra parte, cuando las concentraciones de
AVP son altas (40 mM) y especialmente si las concentraciones de sustra®
tos son relativamente bajas, es decir, cuando se miden actividades pe-
guefias, hay tres indicaciones de poca confiabilidad de esos datos:

i) el trazado de las lineas de regresion de la curva de progreso en la
inscripcion del espectrofotémetro tiene en estas condiciones una dife-
rencia mas grande, aproximadamente un 15%, con respecto a la linea caj_
culada directamente con el microcomputador. ii) Las lineas calculadas
para estas condiciones tienen un coeficiente de correlaciéon muy infe-
rior al correspondiente a determinaciones con menores concentraciones
de AMP (ca. 0,95 contra 0,99). iij) Los errores estadndares son genf
raimente mayores para cada valor de la interseccion o de la pendiente
de los graficos de dobles reciprocos en presencia de AMP 40 mM. En

vista de esto, se eliminaron los puntos con AMP 40 mM de los calculos
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rigura 36. Guineo de VIxon pana la Inhibicion de glucoqulna-

*5 pon. AMP cuando MgATP e el ¢afinalo van-cable. Las condi-

o iones ejeper imen ta les son similares a las descritas en la fi-

sura 27. La concentracidén de AMP varido en un rango de 0 a 30
y la concentracidén de 2-desox iglucosa se .mantuvo fija en

"SO mM .
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de las lineas de regresion en los graficos secundarios (Fig. 10) y, por
lo tanto, de la determinacidon de las constantes. Se dejan sin embargo,
en diferentes graficos como ilustracion.

Se estudi6 el efecto inhibitorio de AMP cuando el sustrato va-
riable era MgATP, a diferentes concentraciones fijas de dGlc. Al colo-
car en un grafico el reciproco de la velocidad en funcién del reciproco
de la concentracién del nucledtido (concentraciones entre 0,7 veces Kb
y 6,4 veces K”), a diferentes concentraciones de AMP, se obtenian Ii-
neas rectas que intersectaban en el eje de la ordenada (Fig. 37). Es-
to significa que la inhibicién por AMP fue competitiva respecto a MgATP.
El comportamiento se mantenia igual al trabajar con concentraciones de
dGlc cuyos valores estaban entre 1,1* veces K

y 9,1* veces K Este ti

3 3°
po de inhibicion fue confirmado en graficos de Dixon y de Cornish-Bowden
(no se muestran).

En la tabla VI se muestra que los valores de Kis son dependien-
tes de la concentraciéon de dGlc, el sustrato fijo. Esta dependencia
no ocurriria si se tratara de un mecanismo ordenado en que MgATP fuera
el primer sustrato, pero si al ser MgATP el segundo sustrato. En este
ultimo caso se puede calcular la constante de inhibicion como constan-
te de disociaciéon del complejo ternario E-dGlc-1 (Ki), cuyo valor pro-
medio seria 10,56 + 0,52 mM. Si se tratara de un mecanismo al azar,

Kis seria también dependiente de la concentracién del sustrato fijo,

en forma compleja, como se comenté antes para la inhibicién de GIcNAc
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rigura 37. Gnomico de doblen tieclpnoco* pana la Inhibicidon de
zlucoqulna&a poA. AU? cuando MgATP e; el judtaalo variable.
-as condiciones del ensayo son similares a las descritas en
a figura 27. La concentracid6n de MgATP varidé en un rango de
-,4 a 3,55 mM y 2-desoxiglucosa se mantuvo constante a 36 mM.
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TABLA M

CongtanZg; de. ¢niu.b¢Ei.dn palia qigcppu.Ana.g,a dec,EAmAnada; deide lo; eetuctioi
de AnhAbAeACn poA AMP; .

Constantes de inhibicién (mM)
Sustrato

fijo (mV) KlS K. CKis)?2 Kii Ki (Kd)2
dGlc
26 27,64 £ 2,43 10,80 + 1,82 - -
36 19,23 + 3,79 9,03 + 2,51 - -
60 18,44 + 2,44 10,99 + 2,34 -
180 13,99 + 1,33 11,41 = 2,01 -- m -
Promedio - 10,56 = 0,52
MgATP
0,41 0 0 13,29 + 1,30 7,67 i 1,44
0,52 92,61 + 54,1 67,13 + 50,9 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 + 0,77 6,25 +0,80
3,60 35,44 + 8,87 9,77 % 4,16 34,44 + 3,05 4,64 + 0,82

'Para todos los céalculos se omitieron los valores de AMP 40 mM

2Los valores de K¢ fueron calculados a partir de [KeS=K¢(1+K¢al/A)] para
rada concentracion del sustrato fijo dGlc y de K¢s IKis=Ki(I+B/K¢]-3] o K-¢
[K¢i=Ki(l+B/Kb)] para cada concentracion del sustrato fijo MgATP. Para el
-a—ulo de (K¢s) con sustrato fijo ATP se supuso un mecanismo al azar en
equilibrio rapido donde K; CKi;S) r Ex I/El y K- (,m) = EA x I/EAI.
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res-pectaa dGlc. Soélo si la constante de inhibicién es igual para los
dos sitios (enzima libre y complejo enzima-dGlc), Kis seria independien®
te de la concentraciéon de dGlc, lo que no es nuestro caso.

Cuando el sustrato variable era dGlc, el tipo de inhibicion por
AMP era dependiente de la concentracion de MgATP utilizada. A concentra
ciones de MgATP ligeramente inferiores a la Kb (0.41 mM) Ia inhibicion
era de tipo jncompetitiva, pues en un grafico de dobles reciprocos re-
sultan lineas paralelas (Fig. 38). Para confirmar este tipo de inhibi-
cion se hizo el grafico de Hanes (1932) (S/v en funcién de S), a diferef
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 inhibicion de
tipo mixto, pues se producia un punto de intersecciéon de las lineas ref
tas, ubicado a la izquierda del eje de la ordenada, como se ilustra en
la figura 39 para una concentracion de MgATP de 3,6 mM (6,b veces KM).
En este figura se incluye un recuadro con el grafico de Hanes, que com
firma el tipo de inhibicion. Otros graficos como el de Dixon y el de
Cornish-Bowden (no jlustrados), también apoyan esta conclusiodn.

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

de sustrato fijo, generalmente alrededor de la Km>
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igura 38. Gnd~lco de. doblen h.eclph.oco; pah.a la Inhibiciéon de
:lucoqulna¢ a poh. AMP cuando 2-deA oxlgluco&a e; el cuith.ato
-zAlable a baja; conce.nth.acl.oneA de MgATP. Las condiciones

~~ ensayo son slLraLlares a las descritas en la figura 27. La
::ncentracion de 2-desoxiglucosa yarid en un rango de 26 a
-0 mM y la concentracion de MgATP se mantuvo fija en 0,52
m*. En el recuadro se incluye el grafico de Hanes (S/v en
"-ncion de S) con diferentes concentraciones de AMP.
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rigura 39. Gnomico de doblen neclpnoco¢ pana, la Inhibicién de
glucoqulna&a pon AMP cuando 2-dc¢oxlgluco¢a e€> el juitnato
vanlable a alta& conominadone¢; de MgATP. Las condiciones
del ensayo fueron similares a las descritas en la figura 27.
-a concentracion de MgATP se .mantuvo fija a 3,6 mM. En el re-
cuadro se muestran los .mismos valores en un grafico de Hanes
CS/v en funcidén de S) con diferentes concentraciones de AMP.
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El analisis de los resultados de la inhibicion por AMP a concen
traciones intermedias de ATP (0,52 y 0,73 mM) muestra que las —[p|<¥nt8Aer\1/tes
tienen a concurrir en un punto hacia la izquierda,mds distante de la
ordenada que a las concentraciones mayores. Se tiene, entonces, una Sj_
tuacion intermedia entre lo que ocurre a las concentraciones extremas de
ATP utilizadas (0,41 y 3,6 mM). Esta situacién se refleja muy bien en
el grafico secundario de las pendientes (Fig. 40), que muestra el aumen®
to del valor de Kis al disminuir la concentracion de MgATP, haciéndose
infinito cuando MgATP es 0,41 mM. Los valores de Kis, junto con los
de K. calculados sobre la base de una inhibicion mixta se encuentran en

r
la Tabla Vi.

En cuanto al grafico secundario de las interacciones en funcion
de la concentracién de AMP, se puede observar en la figura 40 que las
1fneas rectas (excluidos 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 maxima (la pendiente tiende a cero cuando la
concentracion de MgATP tiende a infinito), y como abscisa un valor de
-(AMP) igual al de la K. de Kii. ElI calculo de la K. da un valor de
11,72 + 0,92 mM, que es sensiblemente igual al de la K. obtenido de
Kis cuando MgATP es el sustrato variable y dGlc es fijo a diferentes
niveles (Tabla VI). Este valor de K. y de Kii, obtenido a concentra-

cion 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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Figura 40. Gsia{,<Cco, ACcundasico; de ¢a ~inkA,b;c;6n de gtucoguy-
".14a poa AMP cuando 2-de;ox¢gluco;a €, €E£ ;,ui.,taato vaaxable.
-os valores de las intersecciones y de las pendientes para
:oncent rae iones de MgATP 0,52 (m )y 3»6 (= ) mM provienen
e las figuras 38 y 39, y para las concentraciones 0,41 (i ),
- 73 (G )y 1,2 (0 ) mM de graficos similares no mostrados,
-os valores de AMP 40 mM no se consideraron para las lineas

e regresion. En la figura la linea punteada une los valores
e AMP 40 mM con la linea de regresidn correspondiente.
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de Kjj a cada una de las concentraciones de ATP (Tabla Vi).
Intuitivamente el cambio de tipo aparente de mecanismo de m
hibicion podria esquematizarse como sigue. La reaccién glucoquinasica
operaria, a baja concentracion de ATP, con un mecanismo ordenado en que
dGlc seria el primer sustrato. Al aumentar ATP a niveles subsaturantes
podria este sustrato constituir un complejo binario productivo, creando
se un segundo sitio detectable cinéticamente de competencia con el ihi_
bidor AMP. En forma alternativa, se podria considerar la posibilidad
de que el AMP fuera capaz de interactuar con la enzima libre, ain tra-
tandose de un mecanismo ordenado con dGlc como p{imer sustrato. Este
sitio podria ser por ejemplo, el ADP, con el cual el AMP competiria.
Un analisis de estas posibilidades lo efectuaremos en la Discusidon y en

el Apéndice A (p-168 ).

Knézlel,> de Za velocridad Inicial en paciencia de Zoi paodudoi

Culiva de pn.ogn.eio de Za {jo*ionizaciéon de dGlc. El progreso de la reac-
cién se siguidé a través de la aparicidén de iaC—ADP o de la desaparicion
de ~"C-ATP del medio de ensayo. Una curva de progreso para una reaccion
enzimitica obedece a una cinética de orden cero si la concentracién jnj_
cial del sustrato es aproximadamente 100 veces su Km 0 a una cinética de
orden uno si la concentracién 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 reaccién aproximadamente, en que se

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

Inh¢b¢(U.6n poA. 2-d*&OK;gtuc.0OAa-6-,0&"CLto. En la Ffigura 42 se muestran
los resultados de la inhibicion producida por dGlc-6-P, en graficos de
Dixon y de Cornish-Bowden, usando MgATP como sustrato variable. En am
bos graficos las rectas se jntersectan a la izquierda del eje de la or-
denada, por encima (Dixon) o por debajo (Cornish-Bowden) de la abscisa,
indicando una inhibicion de tipo mixto. Por otra parte, la inhibicion
de dGlc-6-P con respecto a dGlc como sustrato variable, a concentracion
saturante de ATP, parecia indicar una inhibicién jncompetitiva. Sin em
bargo, la inhibicidon producida por una concentracién de NaCl de fuerza
idnica semejante a la de dGlc-6-P fue muy similar, lo que invalida los
resultados. La inhibicion 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 io6nica, la inhibicion es muy
baja, lo que sugiere una baja afinidad del dGlc-6-P por cualquier for-
ma de enzima. En consideracién a esto, no se continuaron los estudios.
La inhibicion por el producto glucosa-6-fosfato de la gluco-

quinasa cuando glucosa es el sustrato glucidico ha sido de diversa
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rig-ura U, Cu.n.wvcu> de p/iogA.e&o de, la n.eaecy6n de ¢o;>{,0si¢gJLa.cZ6n
-e 2-deAox¢g Zuco&a.. Las .mezclas de reaccién contentan en un
volumen final de Q,25.ml; al Tris-HClI 400 mM, pH 8,0; KC1 JOO
' OTT 4 mM; MgCl2 2,2 mM; 2-desoxig lucosa 20 mM; ATP 4,2 mM
Radiactividad especifica 0,756 cpm/pmol] y 23 mil de glucoqui-
*asa. b) MgClo 4,44 mM; ATP 0,43 mM Cradiactividad especifica
6,32 cpm/pmol! y todos los demas componentes iguales a la mez-
cla anterior. En ambos casos la mezcla de reaccidon se incubd
i 30°. Coe ), IMC-ATP; (0 ), 1%*C-ADP. Los valores se corri-
jieron con los controles realizados en ausencia de 2-desoxiglu-
cosa. La reaccion se detuvo en los tiempos sefalados sembran-
do alicuotas de 10 yl sobre papel DE-celulosa como se indica
en Materiales y Métodos.
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rigura 42. Gnd”Ino dn VIxon pana, ¢a Inhibicion dn gluco qulna-
« pon ni pnoducto de la nnacclén Z-dn&oxlglanosa-6~,0>{jato
cuando MgATP né ni &ug¢tnato vaniabln. Las condiciones del en-
sayo TfTueron similares a las descritas en la figura 27. Las
concentraciones de MgATP fueron 0,73 Yy 3,6 mM ,La concentra-
cion de 2-desoxiglucosa se mantuvo Tfija en 180 mM y el inhi-
bidor varidé en un rango de concentracién de 0 a J80 mM. EI
"ecuadro muestra el grafico de Cornish-Bowden (dGlc/v en
*uncion de dGIc-6-P) a las dos concentraciones de MgATP.



117

naturaleza segun las comunicaciones de autores, posiblemente debido a
que las condiciones de estudio no son comparables ydebido a la compleji-
dad introducida por el caracter sigmoideo de la funcidon de saturacidn
con glucosa, no conocida en los primeros trabajos. Asf, con respecto
al ATP como sustrato variable Gonzalez y col. (1967) y Storer y Cornish-
Bowden (1977) encuentran una inhibicién competitiva, en cambio para Pa-
rry y Walker (1966) seria mixta. La inhibicion por glucosa-6-fosfato
con respecto a glucosa como sustrato variable ha sido de dificil clasi-
ficacion. Parece ser de tipo mixto en ciertas condiciones, como concen-
tracion alta de glucosa (> 10 mM) (Storer y Cornish-Bowden, 1977) y en
las preparaciones envejecidas (Gonzalez y col. 1967), es decir, cuando
la funcidon de saturacion con glucosa aparece como hiperbélica. Por el
Contrario, para Parry y Walker (1966) el glucosa-6-fosfato actuaria co-
mo inhibidor competitivo de glucosa, a concentracion saturante de ATP

G ) .

Ink¢b.ici<fn pon. MgAVP nupzdto a MgATP. Para probar el efecto inhibito-
rio de MgADP, su concentracion se varid entre 0 y 8 mM, mientras las
concentraciones de MgATP eran variadas entre 0,7 y 6,A veces Kb y la
concentracion de dGlc se mantenia fija en 100 mM (6 veces K ). En un
grafico del reciproco de la velocidad en funcion del reciproco de la
concentracion de MgATP, a diferentes concentraciones del inhibidor, se

obtuvieron lineas 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 inhibicion
no competitiva simple. Cuando estos mismos resultados se colocaron en
un grafico de Dixon (Fig. 44 A) y en uno de Cornish-Bowden (Fig. 44 B)
se obtuvieron lineas rectas intersectantes en el eje de la abscisa y a

la izquierda de la ordenada, confirmando el caracter no competitivo pn

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

Nuestros resultados concuerdan en lineas generales con los o
tenidos por Storer y Cornish-Bowden (1977) quienes encuentran un tipo
mixto de inhibicién. Sin embargo, la inhibicién por MgADP con glucosa
50 mM como sustrato glucidico no es lineal en un rango de concentracio-
nes del nucleosido-tri fosfato entre 0,088 y 1,76 mM, en un grafico de
Dixon. Esta diferencia puede atribuirse a que la funcidén de saturacion
es sigmoidea con glucosa y hiperbélica con 2-desoxiglucosa. Una condi-
cion que dificulta el estudio de la accidén del ADP y la comparacion de
los resultados de diversos grupos es la concentracion de Mg2+ empleada.

2+ de 1 mM, mientras Storer y Cornish-

Nosotros usamos un exceso de Mg
Bowden (1977) utilizan 5 mM, que asegura una mayor proporcion de ADP co
mo MgADP (76 a 82%). EI magnesio libre es un inhibidor de la glucoqui-

nasa, lo que crea un grado de incertidumbre en estos analisis. La
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Mgura k3. GA.d{j;co de doblen lJieciptioco,> paaa la Inhibicion de
:luco qulna-ia pOA el producto MgAVP cuando MgATP e, el (>ubtaa-
to variable. Las condiciones del ensayo fueron similares a

as descritas en la figura AJ. La concentracion de MgATP vario
intre 0,41 y 36 mM y la concentracién de MgADP varidé en un
"ango de 0 a 8 mM. La concentraciéon de MgC” se mantuvo 1 mM
sobre la suma de las concentraciones de los nucledtidos y la
:oncentrae i6n de 2-desoxiglucosa se mantuvo Tfija en 100 mM.
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rijgura bk. Inh¢b¢ic¢edn dz giuzoqu.;,ncu>a pofi zIl producto MgAVP
cuando MgATP z, zZ gpu.>tfiouto vafizabzz. Graficos segln Dixon
(A) y segun Cornish-Bowden (B) del experimento de la figura
3.
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complejidad de la situacion 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 concentracién de Mg2+ en el medio. Estos autores no
usaron en ningun experimento un exceso molar de magnesio sobre la suma

de ambos nucledtidos.

Ink¢bice6n de MgAVP con fieApecXo a dGzZc. Para analizar el efecto imhj_
bitorio de MgADP respecto a dGlc se hicieron los graficos de Dixon y
de Cornish-Bowden. Se ha hexho un experimento a concentracidon 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 lineas razonables tra-
zadas a ojo en ambos graficos, dentro de conjuntos relativamente peque_
flos de puntos. Eliminando estos puntos y calculando las lineas de ne
gresion por el método de los minimos cuadrados pueden obtenerse grafi_
€0s que sugieren una inhibicién de tipo mixto, con un componente com-
petitivo predominante. En efecto, en el grafico de Dixon (Fig. 45 A)

el punto de concurrencia estaria en el segundo cuadrante (suUpero-iz-
quierdo), mientras en el de Cornish-Bowden (Fig. 45 B) las lineas se
intersectan en el tercer cuadrante (infero-izquierdo), razonablemente
en un punto. Las constantes de inhibicién serian las siguientes:

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

Bowden, igual a 36,84 + 8,97. Resultados parecidos y con jguales
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rigura As . Ink¢begcebn de g éuieo qUiNaga poA ef£ producto MgAVP
-tlando 2-dt-i>ox¢g¢u.coca. di> ef ju¢itAato vaAgabiz. Graficos se-

Di.xon (A) y segun Cornish-Bowden (B). Las condiciones
el ensayo Tfueron similares a las descritas en la figura ”3.
-= concentracién de dGlc varidé entre 20 y 100 mM y la concen
m"acion de MgATP se mantuvo fija a 3,6 mH. Las flechas indi-
:an los puntos eliminados para el calculo de las lineas de
"egresion.
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incertidumbres se obtuvieron con ATP 1,2 mM. Es obvio que habra 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 ultimo
producto y la formacién de un complejo de punto muerto E-dGlc-MgADP,
por lo que el componente competitivo seria muy importante. Sin embar-
go, también seria compatible con un mecanismo al azar en equilibrio

rapido, donde habria también que considerar la posible formacion de

un complejo de punto muerto.



DISCUSION

El comportamiento cinético de la glucoquinasa con glucosa es sijit
moideo (Niemeyer y col., 1975b; Storer y Corn j.sh-Bowden, 197b). Para e
plicar este comportamiento se han presentado dos modelos. En uno se pos_
tula un orden estricto de interaccion 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 interaccion de los sustratos es al a-
zar con rutas preferencjales segun la concentracién relativa de los sus-
tratos y la enzima se encontraria al menos en. dos conformaciones (Car-
denas y col., 1979).

Los estudios en velocidad inicial, asi como los de inhibicion con
inhibidores de punto muerto y con productos, utilizando 2-desoxiglucosa
como sustrato glucidico, no han permitido conocer en forma inequivoca el
orden de interaccion de los sustratos con la enzima. En efecto, algunos
resultados pudieron interpretarse como si operara un mecanismo al azar,
en que hubiera una ruta preferente de acuerdo con la concentracién de
ATP: a menor concentracién del nucledtido, el camino cinético preferido
seria la unién de la enzima libre a la dQlc, mientras que a altas concen_
traciones relativas de ATP, este podria ser el primer sustrato. Sin em-

bargo, otros experimentos mas 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 proteccidén por sustratos, productos y analogos
contra la inactivaciéon de la enzima por DTNB y por rosa de bengala como
complemento de los estudios cinéticos, que contribuirfa asu mejor intef
pretaciodn.

Discutiremos primero la validez de las constantes de disociacidn
calculadas a partir de los experimentos de proteccién en contra de la
modificacidén quimica y la relacion entre estos experimentos y el mecanis_
mo cinético. Luego discutiremos los resultados cinéticos, apoyandolos

con los de protecciodn.

VoJUAzz &k, ioa congtante; de duUjp>oclixcl.6n glucoqu¢ncu>a.-¢gando*. Como

se comentd anteriormente (p. 6A ) existiria una interaccién reversible
entre el DTNB y la glucoquinasa, previa a la modificacion irreversible.
Esta situacion permite postular un modelo para explicar el efecto protef
tor de los sustratos glucidicos (dGlc y Gic) y del producto ADP, en el
cual la formacion de un complejo glucoqui.nasa-1 jgando, impediria la union
del DTNB a la enzima o desplazaria al DTNB reversiblemente unido a ella.
El modelo es valido para el tratamiento cinético de la inactivacion de
enzimas por diversos reactivos, incluyendo los modificadores de afinidad
(Kitz y Wilson, 1962; Fahrney y Gold, 1963; Mares-Guia 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 inhibicion competitiva de una reaccion enzimatica. Sin
embargo, nuestros resultados no descartan otros modelos de inactivacion,
en que se postule,por ejemplo la formacién de un complejo enzima-DTNB-
ligando, que podrfa permitir un tratamiento algebraico similar a los o-
tnos tipos frecuentes de inhibicidén de una reaccidén enzimatica 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 inhibicidén no-competitiva pura explica la interaccion del DTNB y los
sustratos glucidicos con la glucoquinasa (Monasterio y col., 1980).

La proteccién por los ligandos glucfdicos y por ADP fue dependiera
te de la concentracion de éstos, lo que nos permitio estimar las cons-
tantes de disociacién enzima-ligando.

Tanto si el DTNB y el ligando compiten por una misma forma de en_
zima, como si el DTNB y el ligando se unen simultidneamente a la enzima
sin modificarla covalentemente, la relacién entre el reciproco de la cons_
tante de inactivacién y la concentracion del ligando es lineal, como en
un grafico de Dixon. Los valores de la interseccion en la abscisa difjf
ren segun sea el modelo de interaccion que mejor se adapte a los resulta®
dos experimentales, de acuerdo a las ecuaciones correspondjentes(Apéndice
A; p. 181). En efecto, si se formula una competencia en la union del

modificador y el ligando con la enzima, vale la siguiente ecuaciodn:
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donde k.i es la constante de inactivacion observada; Kd y KD son las cons
tantes de disociacién enzima-DTNB y enzima-ligando respectivamente; k2

es la constante de velocidad del paso E-DTNB a E. + TNB y L es la concen_
tracion del ligando (ecuacidn correspondiente al modelo a, segun se derj_

va en el Apéndice A, p. 18D . En este caso la interseccion de la recta

con la abscisa corresponde a una aparente, y depende de la concentra-
- , DTNB .
cion del modificador DTNB, pues K(.j ap = Kd a+ ——- ). Se puede cono
Kd
cer el valor verdadero de al realizar los experimentos de proteccion

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 esta dada por la proyeccidén del punto a la abscisa
(Apéndice A, p.182).

Los resultados de Monasterio y col. (1980) sefalan que en la pro-
teccion por glucosa (y 2-desoxiglucosa) contra la inactivaciéon de la glu-
coquinasa por DTNB, operaria una interaccién del tipo no-competitivo pu-
ro, cuya expresion algebraica corresponde a la siguiente ecuacién (Apén-
dice A, ec.53 p- 185 ), en la que los términos tienen el mismo significa-

do que en la ecuacién anterior:



128



129

donde k.i es la constante de inactivacion observada:, K, la constante de

d
disociacion del complejo E-DTNB vy la constante de velocidad maxima
de inactivaciéon obtenida cuando DTNB es infinito (ver Apéndice A, p.185)-
Si hay otras proteinas presentes que unan DTNB el valor de la constante
de disociacion enzima-DTNB serd sobreestimado, es por esto que nuestra
constante de disociacién es sO6lo aparente. Mas importante nos parece a-
nalizar, aunque brevemente, la influencia que tendrian las proteinas con_
taminantes y por lo tanto la concentracién de DTNB libre, sobre las cons_
tantes de disociacion de los complejos enzima -ligandos. Un analisis a]_
gebraico en que se considera al DTNB como el sustrato de una enzima y al
ligando como un inhibidor, permite llegar a la conclusidon que son varias
las posibilidades teoricas. Ellas requieren sin embargo, para ser exat
tas, que la desaparicién de DTNB debida a las proteinas contaminantes,
sea proporcional a la concentracion de DTNB, lo que sélo se cumple si:
las constantes cinéticas de segundo orden del DTNB con las otras proteja
flas son menores que las de la glucoquinasa con DTNB y si la constante
de disociacidon de las proteinas contaminantes con DTNB son valores tales
gue 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 interaccion del ligando y del DTNB pueden resultar, segun el
analisis algebraico, como interacciones competitivas, no-competitivas y

de tipo mixto. Sélo en el caso en que es de tipo no-competitivo puro
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bastaria una concentracion no saturante de DTNB cercana a su K®, para de
terminar la constante de disociacién enzima-ligando. Sin embargo, si es
de tipo competitivo o mixto, se requiere al menos dos concentraciones de
DTNB para determinar K*. Los experimentos pertinentes mostraron que al
menos para la glucosa y la 2-desoxiglucosa la proteccidon por ligandos
contra la inactivacién por DTNB es de tipo no-competitivo puro (Monasterio
y col., 1980).

Esta situacion explica que los valores de ~ obtenidos en los
experimentos de inactivacion 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 inhibicidon por
DTNB en hexoquinasa A de cerebro, podrian tener una explicacidon en el t_
po de interaccién de la enzima con el ligando y el DTNB para analizar
los resultados experimentales.

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

d
dor de 0,25 mM que son mas de diez veces superiores a las constantes ci-
néticas estimadas en velocidad inicial por Thompson y Bachelard (1977).
Su discusion se hace alrededor de la validez de los mecanismos cinéticos
propuestos para hexoquinasa. Por otro lado, como se mencioné anterior-
mente, Redkar y Kenkare (1975), calcularon valores para la constante de
disociacion hexoquinasa-glucosa, que fueron menores que las constantes

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

petitiva y corrigieron por tanto los valores experimentales con los



de la concentracién de DTNB empleado y la constante de disociacidon enzi-
ma-DTNB estimada por ellos. Estas correcciones disminuyen apreciablemen_

te los valores experimentales.

Relacién entre el mecanismo clnitlco y la proteccién por ligando contra
la inactivacién por VTW8. La relacion entre la proteccién por sustra-
tos y productos contra un agente modificador de una enzima y el orden de
interaccion de los ligandos en el mecanismo cinético, fue demostrada

por Slidi (1970) en estudios sobre la inactivacion por calor de la lacta-
to-deshidrogenasa. Esta metodologfa le permitié a Wilson (1978, 1979)
establecer una relacion entre los cambios conformacionales putativos
inducidos por ligandos (sustratos, inhibidores y productos) y el mecani”®
mo cinético de la hexoquinasa de cerebro de bovino,dando apoyo a la ope-
racion de un mecanismo al azar de adicion de sustratosy productos.

Con el mismo enfoque analizaremos el efecto protector de glucosa,
2-desoxiglucosa, ADP y AMP sobre la inactivacion por DINB. Como se mos-
tré la proteccidon producida por los azlucares no es afectada por la pre-
sencia de MgATP. Una interpretacion 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 la enzima que impida la unidn
del DTNB como ya se comentd. Se darfa asf apoyo a la postulacidon de un
cambio conformacional propuesto en los estudios cinéticos de StoreF y

Cornish-Bowden (1977) y de Cardenas y col. (1978; 1979).
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La proteccidon ejercida por los diversos nucledti.dos es diferente.
Asi, mientras ATP ejerce una muy pequefia proteccién, AMR y ADP tienen
un franco efecto protector y la presencia simultanea de ATP parece no re®
ducir este efecto. La proteccién por nucledtidos es improbable que co-
rresponda a un impedimento estérico, por superposicion del sitio de u-
niéon de ellos, 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 situacion. La con
formacion insensible al DTNB, explicaria la proteccion producida tanto
por el ADP como por AMP. S

La dependencia parabdlica de la proteccion con respecto a la com
centracién de AMP indica que su efecto protector no es simple. Este
comportamiento de AMP sugiere que se puede unir a mds de un sitio. Su-
poniendo que esto es verdad, y linearizando este efecto, el valor de la

interaccion en la abscisa cuando 1/k% es cero (KB ap ) fue de 10,5

oBs
mM, igual que la constante de disociacidon 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 inhibicion competitiva entre glucosa-6-fosfato y

MgATP en las hexoqui.nasas de levadura y de cerebro bovino (Froomn y Zewe,

"962b; Grossbard y Schimke, 1966; Wettermark y col., 1968). La
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explicacién mas aceptada es la existencia de un sitio para el fosfato
gana en el sitio activo que serfa reconocido por el azucar-fosfato y el
ATP (Casazza y Fromm, 1976). Basandose en este hecho y en que Glc-6-P
es un inhibidor competitivo respecto a MgATP también para glucoquinasa
(Storer y Cornish-Bowden, 1977), podriamos decir que la unién de gluco-
sa-6-P y de MgATP al sitio del fosfato no seria capaz de producir el cam
3jo conformacional necesario para impedir completamente la reaccion
el DTNB con la enzima y en el caso de glucosa-6-fosfato, mas bien in-
puciria un cambio que la favoreceria. ElI 10% de proteccion por ATP irdi_
“a una interaccion entre la enzima y el nucleétidoé Los resultados de
proteccion por ATP de la inactivacion de la glucoquinasa por rosa de bem
gala también lo indican y abren la posibilidad de estudiar la union de

i,p a la enzima de manera similar a como se ha hecho con los azlcares

a través de la inactivacion por DTNB. Una explicacion alternativa es que

MgATP y Glc-6-P so6lo puedan unirse y dar la conformacién insensible al

NB cuando Glc y MgADP ya estén unidos, respectivamente. Este ultimo

pomportamiento es el que corresponde a un mecanismo cinético con una se-
pjencia ordenada de interaccion de los sustratos y de los productos, en
a cual el azucar es el primer sustrato y ADP el u4ltimo producto, como
propusieron Storer y Cornish-Bowden,(1977). La operacion de un mecanis-
®) al azar con ruta preferencial (Niemeyer y col., 1978; Monasterio,
?78), en el cual la unién de MgATP a la enzima libre seria menos favo-

rable que la union al complejo enzima glucosa, también podria explicar
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la baja proteccidon ejercida por el MgATP.

O.tdtn de CL&icAén de toi> 6uAtA&tog - Los diagramas de intersecciones,
de los resultados cinéticos en velocidad inicial, obtenidos con dGlc y
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 rapido, se
cumple la ec. 2 (ver Apéndice A, p.143 )= Los valores de las constan-
tes cinéticas K, y Ky para dGlc, obtenidos de esta ecuacion son concor
dantes con los que pueden calcularse a partir de los estudios de inhihj_
ciéon por los analogos GIcNAc y AMP. El valor delﬁ3 (40,67 +3,3 m\W)
qgue corresponde a la constante de disociacion del complejo binario en-
zima-dGlc es similar al de KD ap (30 M) calculado a partir de los es-
tudios de proteccion contra la inactivacion de la enzima por DTNB.

Los resultados de inhibicién con GIcNAc, andlogo de dGlc, indj_
can que dGIc no puede ser el segundo sustrato enun mecanismo ordenado
estricto. Solo son compatibles con un mecanismo en secuencia ordenada
de adicidn de sustratosdonde dGlc fuese el primer sustrato, (via supe-
rior en el esquema II) o con un mecanismo al azar (operacidon simulta-
nea de las dos rutas mostradas en el esquema II).

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

embargo, si las constantes de disociacidon de GIcNAc desde los
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Esquema Il. Secuenc.,a. de adicion de loa ;u¢tA.alo, a la. gluco-
qulna&a.. La via J indica la ruta principal de adicidon de los
sustratos a la enzima. ElI significado de las abreviaturas se
encuentra descrito en el texto.
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complejos enzima-GIcNAc y enzjma-Mg-ATP-GIcNAc tuviesen el mismo valor,
nuestros resultados serian compatibles con un mecanismo al azar en e i_
librio rapido (Thompson y Bachelard, 1976). Los valores de K. calcula-
dos para GIcNAc 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 rapido (Resultados, p. 98). Sin embargo,
sus valores son consistentes con los de K.i (Kis), cuando dGlc era el sus
trato variado, al suponer un mecanismo ordenado (Tabla V).

La inhibicidon incompetitiva de AMP respecto % dGlc, a bajas concen-
traciones de MgATP, es propia de un mecanismo ordenado, donde el nucle6-
tido es el segundo sustrato. Sin embargo, la inhibicidén mixta a altas
concentraciones de MgATP es propia de un mecanismo al azar. La inhibi-
cién incompetitiva descarta un mecanismo al azar en que ambas rutas
coeren durante el ciclo catalitico. Asi, una explicacién para estos re_
c.ltados, seria la operacion de un mecanismo al azar con una ruta pre-
"erencial muy marcada (via 1 en el esquema IlI) donde se forzaria la o-
t"a via al aumentar la concentracién de MgATP. Por otro lado, estos
"esultados también serian compatibles con la operacién de un mecanismo
crdenado estricto (via 1 del esxjuema II), donde AVMP se uniera débilmen_
~t al sitio de la 2-desoxi glucosa. Este comportamiento, cuando dGlc es

el sustrato variado, obedeceria a la siguiente ecuacion:
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donde K. y K. son las constantes de disociaciéon de los complejos E-AMP
y E-dGIc-AMP respectivamente (Apéndice A, p. 169).

Por medio de la ecuacién podemos interpretar los resultados de
la siguiente manera: A bajas concentraciones de MgATP, el AVMP se uniria
principalmente a la especie E-dGlc, afectando sélo la interseccion (jn-
nibicion incompetitiva). A concentraciones saturantes de MgATP, el AMP
s6lo podria unirse a la enzima libre, afectando principalmente la pen-
diente (componente competitivo). Con concentraciones intermedias de
“gATP se afectarian tanto la interseccion como la pendiente (inhibicidn
~jxta) . (Para una mayor explicacion ver Apéndice A, pag. 168 - 171).

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

de enzima diferentes.
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Los resultados de inhibicion por el producto MgADP dan apoyo a
un mecanismo ordenado con dGlc como primer sustrato y MgADP como ultimo
producto. No se puede descartar, sin embargo, un mecanismo al azar en
equilibrio rapido con la posible formacion de un inhibidor de punto
muerto. El valor de Kis (2,95 % 0,25 mM) para la inhibicién de MgADP
respecto a dGlc fue similar al valor de

D
experimentos de proteccion contra la inactivacion por DTNB. Este re-

ap @GB,1 mM) de ADP en los

sultado apoya el hecho que ADP pueda unirse a la enzima libre durante
el ciclo catalft ico.

Recientes estudios de inhibicion con CrAJP, analogo de MgATP,
muestran que la inhibicién respecto a dGlc fue mas bien incompetitiva
en todo el rango de concentraciones de MgATP usado (entre 0,5 vy 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 conclusidén podriamos decir que nuestros resultados son
compatibles con la operacién 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
resultados:

1. Diagramas intersectantes de velocidad inicial.
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2. Inhibicién competitiva de GIcNAc respecto a dGlc, con un valor de
Kis independiente de la concentracién del segundo sustrato (sélo es com
patible con un mecanismo al azar en equilibrio rapido si las constantes
de disociacién de los complejos E-1 y E-S-1 son iguales).

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

5. Inhibicion incompetitiva de AMP respecto a dGlc a bajas concent rae
nes de MgATP, con valores de Kii dependientes de la concentracién de
dGlc.

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

7. Inhibicién 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 reaccidén de transfe-
rencia del fosfato gama del ATP al carbono 6 de la hexosa a través de
la siguiente reaccion:

Glucoquinasa
Hexosa + MgATP —-———————————- *~ Hexosa-6-P + MgADP + H

Si la reaccidén se realiza a pH constante, el protén no se cof
sidera como producto y, por lo tanto, el anélis;s cinético puede 1imi
tarse a la unidon de dos sustratos y la formacion de s6lo dos produc-
tos (Hexosa-6-P y MgADP).

En la reaccion catalizada por la glucoquinasa, los productos
pueden aparecer soOlo después que ambos sustratos se hayan unido a la
enzima (mecanismo de reaccidn en secuencia) o bien, el primer producto
puede aparecer antes de la unidén del segundo sustrato (mecanismo ping-
pong). Las ecuaciones de velocidad para ambos mecanismos son diferen_
tes y, por lo tanto, un estudiolganético permite descartar uno de e-

Ilos para una enzima particular.

Para analizar las ecuaciones de velocidad, consideremos a mo-

PN Py PN Py ™ i B - e o e o e ™ e e e ettt o = ™= ™= Va3 D P | A M7\ ™ B
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mecanismo puede representarse de la siguiente manera:

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 isomerizacion del complejo ternario central
de acuerdo a la nomenclatura propuesta por Cleland (1963a).

Como vemos en el esquema anterior, la unién de los sutratos a
la enzima puede realizarse en forma ordenada, si la reaccidon ocurre a
través de una de las dos vias sefialadas, o bien al azar si la reaccion
ocurre a través de las dos vias simultaneamente. Para un mecanismo en
secuencia ordenada Bj Bi, asf como también para un mecanismo al azar en
equilibrio répido (es decir, cuando la etapa limitante de la reaccidn
es la interconversién del complejo central o bien la salida de uno de

os productos), la ecuacidén general de velocidad estd dada por la siguieii

te expresion:



(D

En esta ecuacion, representa la velocidad maxima en el sef
tido directo de la reaccion,, Ka’ Kb’ Kp y Kq son las constantes de Mi-
chaelis Para los reaccionantes Y K. _, Ko, , K. y K. vrepresentan las
1a ib ip iq
constantes de inhibicion cuando A, B, P y Q respectivamente son usados

como inhibidores.

ANALISIS VE LA REACCION EN CONVIC1ONES VE VELOC1VAV INICIAL

Ec.uacAjén de veZocAclLad. inZoAaJL. En condiciones de velocidad inicial la
concentracion de los productos se hace igual a cero. Por lo tanto, al
eliminar los términos de la ecuacidén general de velocidad que contienen

los productos, obtenemos la siguiente ecuacion de velocidad inicial:
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2>

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

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

la ecuacion.

METOVOS VE LINEARUACIJON VE LA ECUACION VE VELOCIVAV INICIAL
1. Método di LineJA)ia.veA-BUALK. Cuando A es el sustrato variable y B se

mantiene en concentraciones fijas variables, se obtiene la siguiente

ecuacion (Lineweaver y Burk, 193*0:

©)

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

(*0



2. M&todo oL Eadiz-Hofaitz. Cuando A es el sustrato variable y B se
mantiene en concentraciones fijas variables, se obtiene la siguiente

ecuacion (Hofstee, 1959):

®

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

(6)

3. IACtodo do. Hcrnu -Wootdj- Cuando A es el sustrato variable y B se
mantiene en concentraciones fijas variables, se obtiene la siguiente

ecuacion (Hanes, 1932; Woolf, 1932):
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Cuando B es el sustrato variable y A es fijo, se tiene que:

_________ (1+ ) + B. ®

De estos tres métodos el mds usado ha sido el de Lineweaver-
Burk o de los dobles reciprocos. Sin embargo, después del analisis
hecho por Dowd y Riggs (1965) con respecto a la confiabilidad de los
valores de las constantes cinéticas obtenidas a partir de 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 reciprocos es muy
atil, al analizar cualitativamente los resultados, para conocer acerca
del mecanismo cinético.

Para obtener los valores de las constantes cinéticas se emplean

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

una mayor confianza en dichos valores.

DIFERENCIAS EN LAS RELACIONES VE VELOCIVAV INICIAL PARA MECANISMOS thh

SECUENC.IAV PING-PONG

La ecuacion de velocidad inicial para un mecanismo en secuen-
cia (ec. 2) nos muestra que en un grafico del inverso de la velocidad
en funcidén del inverso de la concentracion de uno de los sustratos a
diferentes concentraciones fijas del otro sustrato, se obtendran Ii-
neas rectas que se jntersectaran 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 analisis de
la siguiente ecuacidon de velocidad inicial, que describe a este tipo

de mecanismo cinético:

€))
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Por lo tanto, se puede diferenciar un mecanismo en secuencia
(lineas intersectantes) de uno ping-pong (lineas paralelas) a través
de estudios de velocidad inicial, en que se analice la relacidon entre
en valor reciproco de la concentracién de uno de los sustratos, mien-
tras el otro sustrato se mantiene fijo a diferentes concentraciones.

Ot/o modo de diferenciar entre un mecanismo en secuencia de
uno ping-pong es llevar la concentracion de los dos sustratos en relf
cion constante y hacer el grafico del reciproco de la velocidad en fuf
cion del inverso de la concentracion de cualquiera de los dos sustratos
(Gulbinsky y Cleland, 1968; Garcés y Cleland, 1969; Tsopanakis y He-
rries, 1975). Al hacer este grafico para un mecanismo ping-pong se

obtiene una linea recta de acuerdo a la siguiente ecuacion:

(10)

donde x = B/A
En cambio para un mecanismo secuencial se obtiene una pardbo

la que obedece a la siguiente ecuacion:

(1D
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Desde la interseccion de la paradbola con el eje vertical se

puede obtener el valor verdadero de la velocidad méaxima.

ANALISIS VE LA REACCION CONSIVERANVO LA PARTICIPACION VE LOS PROVUC-

TOS

En presencia de los productos de la reaccion aumenta el nudme-
ro de términos en el denominador de la ecuacion de velocidad, debido a
gue aumenta el numero de especies de enzima presentes en la reaccién.
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 ecuacion la presencia de ese producto haciendo igual
a cero la concentracion del otro. Si suponemos que la reaccidon ocurre
a través de un mecanismo en secuencia ordenada, la ecuacion para los
dobles reciprocos cuando estad presente Q, y se varia A a diferentes

concentraciones fijas de B, es la siguiente:



1*9

(12)

Por otro lado, cuando en presencia de Q se varia la concentra-
cion de B a diferentes concentraciones fijas de A, se obtiene la siguiera

te ecuacion para los dobles reciprocos:

__________ _)+_ 0

Al analizar las ecuaciones, se observa que cuando el sustrato
variable es A, el producto Q s6lo afecta la pendiente de la recta obtf
nida, por lo tanto, las lineas obtenidas al dibujar el grafico de los
dobles reciprocos, se intersectardn en un punto comin 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 interseccidon y las rectas se intersectaran a la i.zouier

da de la ordenada, mostrando una inhibicién de tipo mixto.
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Del gréafico secundario de las pendientes en funcién del recipro-
co de la concentracién de B, se obtiene una constante de inhibicidén apa
rente Kis = K..q cuando A es el sustrato variable. Al hacer el mismo a-
nal jsis, cuando B es el sustrato variable, se obtiene que Kis = K.»

a + A/K1d). Del grafico de las intersecciones en funcidon del recipro-
co de la concentracion de dGlc se obtiene una constante de inhibicion
aparente Kji dada por Kii = qu a + A/Ks)'

Para analizar la participacion del otro producto en la reaccioén

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

INHIBICION VE PUNTO MUERTO GON INHIBIDORES VE ESTRUCTURA SEVEIANTE A
LOS SUSTRATCS.

Un inhibidor se caracteriza por disminuir la velocidad de la
reaccion, pues se une a la enzima disminuyendo asi el numero de espe-
cies productivas presentes mientras ocurre la reaccion. Si se ob-
serva la ecuaciéon de velocidad inicial, al aumentar los términos en
el denominador se estd disminuyendo la velocidad como en el caso de
la inhibicién por los productos.

Un inhibidor de punto muerto es aquel que sin ser sustrato o
producto de la reaccidon 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 reaccion y sélo pueden disociar®

se en E" + I, donde E1 representa cualquier forma de la enzima e 1 el
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inhibidor. (Cleland, 1970).

De acuerdo al comportamiento de los inhibidores,la inhibicidn
ha sido clasificada en tres tipos: inhibicion competitiva, inhibicion
mixta (un caso particular de ésta es la inhibicién no competitiva pu-
ra) e inhibicién jncompetitiva (Fromm, 1975). El analisis de estos
tres tipos de inhibicion ha sido hecho fundamentalmente para mecanis-
mos de reaccif6n en que participan un sustrato y un producto. En estos
casos se dice que la inhibicion es de tipo competitivo cuando el inhi-
bidor es capaz de reaccionar solo con la enzima libre; de tipo incomp£
titivo cuando el inhibidor reacciona s6lo con la especie enzima-sustra_
to y de tipo mixto cuando el inhibidor puede reaccionar con ambas
formas de la enzima.

En una reaccidén en que participa mads de un sustrato y un pro-
ducto, el andlisis se ha hecho mas bien desde un punto de vista grafi-
co, al 1igual 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 comun para analizar cualitativamente un mecanismo cinético. De
alli que también en el andlisis de los inhibidores de punto muerto se
haya empleado este método. Asi, una inhibicidén es de tipo competitivo
solo si se modifica la pendiente en un grafico de dobles reciprocos
cuando estd presente el inhibidor. La inhibicidén es incompetitiva si
se modifica so6lo la interseccidén, pero si se modifican tanto la pendien®

te como la interseccion la inhibicion es de tipo mixto (Cleland, 1963b).
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Andli&ld del efecto ce. log> inkibidoAei . punto muedito. Recientemente
se ha tratado de precisar, tanto el tipo como el mecanismo de la irhibi_
cion para reacciones en que participan dos sustratos y dos productos.
Es por esto que ademas del método de los dobles reciprocos, para anali-
zar el efecto de los inhibidores y calcular sus constantes de inhibicion,
se ha empleado el método de Dixon (1/v en funcidon de I) (Dixon, 1953) vy
el método de Cornish-Bowden (S/v en funcién de [I) (Cornish-Bowden,
197*0 = Por medio de gréaficos secundarios de pendientes e interseccio-
nes se han obtenido los valores de las constantes de inhibicion. El
problema que surge de este tipo de calculos es saber si las constantes
de inhibicidén calculadas son verdaderas constantes term*odinémicas. Pf
ra resolver este problema, Thompson y Bachelard (1976) han propuesto
como calcular las verdaderas constantes de disociacién, considerando
el mecanismo cinético de la reaccidn.

Analicemos este método para distintos mecanismos en secuencia
Bi Bi.
I. Mecanismo en secuencia ordenada.
a. Inhibicién competitiva con Aeépecto al ;uAtnato A. En este caso el
inhibidor es capaz de combinarse s6lo con la enzima libre, es decir,
con la misma especie con la cual se combina el sustrato A. En presen-

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

V AB
0*0
K'IaK’o @ + I/K.i) + KbA + KaB @+ I/K.i) + AB
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donde K. = E-I/El y todos los otros términos como definidos en la ec.(l).
Consideremos las tres transformaciones lineales de esta ecua-

cion (/v en funcidén de 1/S; 1/v en funcion de 1y S/v en funcion de ).
Para los dobles reciprocos, donde A es el sustrato variable,

B es mantenido constante y K. es la constante de disociacién del comple_

jo enzima-inhibidor, se obtiene la siguiente ecuacion:

1 1+ K./B @+ I/K) (K. K, + KB) 1

- = + X - (15)

Un grafico de 1/v en funcidén de 1/A a una serie de concentra-
ciones fijas de I, mostrarid una serie de lineas rectas que convergiran
en la ordenada, pues sélo el término de la pendiente contiene 1 (Fig.

A - 1(@))- Al hacer el gréafico de las pendientes en funcidon de | se d_
tendrd una linea recta cuyo valor en la interseccion con la abscisa
(-1 sera igual a K. (Fig. A - I(b)).

En el grafico de Dixon, es decir 1/v en funciéon de 1 a una se
rie de valores de A, se observara 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



14

Figura A-1. VtOLQUamoa, dz ZnktbZctdon dz punto muzato paAa un
meeantémo zn ¢(zeuzneta OA.dzna.da B¢ Bt, dondz z; tnhtbtdoa

(D ¢z combtnha con ¢a znztma Ztbfiz () . (@ 1/v en funciodn
de 1/ [/0 . (b) Grafico secundario de las pendientes en fun-
cion de la concentracion del inhibidor.

Los diagramas de las figuras A-1 a A-4 fueron tomados desde
las paginas 774 a 778 del libro Enzymz KZnztZc¢ de 1. Segel
Wiley Interscience Publication, 1975).
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corresponde a -1 = K..
En el grafico de Cornish-Bowden, es decir A/v en funcién de |
se obtendra una serie de lineas paralelas que obedecen a la siguiente e

cuac ion:

(16)

b. InkibZczZén no oompuZctiva pana elL cuAtsiato B En este caso 1 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 ecuacion:

1 1+K @+ I/K) /A @ + I/K.)(K.aKfgd) + KA 1

Se observa que, tanto la pendiente como la interseccién se e
cuentran afectadas por la presencia de 1. Por esto en el grafico de
1/v en funcion de 1/B se observara una serie de lineas que se intersef

taran a la izquierda del eje de la ordenada (Fig. A-2 (a)). En el
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Figura A-2. VgiagAama;, de tnhtbtctén de punto muerto patio, un
mecanismo en ¢,ecuencta ordenada BL Bt, donde 1 (> combtna con

E. (@ 1/v en Tuncion de 1/[B] . (b) Pendientes en funciodon de
la concentracion del inhibidor.
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Figura A-2. LcContinuac,6n\. Ce) Kis en TFfuncidén de la concen
tracién de A. (d) Intersecciones en funcion de la concentra
cion del inhibidor. Ce) Ki i en funcidén de la concentraciodn

de A.
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grafico de las pendientes en funcién de 1 se obtendra una linea recta

la cual intersectari la abscisa en -1 = Kis= Ki(1+A/K1a) (Fig. A-2
(b)). El gréafico de las intersecciones en funcidon de 1 mostrara una Ii_
nea recta la cual intersectard la abscisa en - | = Kii = (I+A/K3) (Fig.
A-2 (d)).

En el grafico de Dixon, es decir, 1/v en funcién de 1 a una
serie de valores de concentracién de B, se obtendra una serie de lineas
que se jntersectaran 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 - I = Ki(1+ A/K1a)'

El grafico de Cornish-Bowden, es decir B/v en funcién de I a
una concentracién fija de A, estard representado por la siguiente ecuf

cion:

B <+ MK (K Ky + KB ®, + B

_____ (18)
\Y, VA V

Las lineas convergiran en un punto en el cual los valores de

B/v e 1 son los mismos para todas las lineas y la coordenada en la abf

cisa para este punto sera - I = K.I @+ A/KS).
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c. Inh¢bicu.bn competitiva, pana exX AuAtAato B. En este caso, 1 es un
inhibidor competitivo de B, y sO6lo serd capaz de unirse a la forma de
enzima EA, como lo hace B en un mecanismo ordenado, y no a la enzima H
bre. La velocidad inicial en presencia del inhibidor estara dada por

la siguiente ecuacion:

VA B

V = i i, — (19)
K1aKb + KbA @+ I/ki) + KaB + A Vv

En esta ecuacion, K.I es la constante de disociaciéon del com-
piejo enz ima-A-1.

Un analisis de la inhibicidn, se puede hacer, como en el caso
anterior (I competitivo para A), considerando las tres transformaciones
lineales. Asi, para los dobles reciprocos, cuando B es el sustrato va-
riado y A se mantiene constante, el grafico de 1/v en funcidén de 1/B

sera descrito por la siguiente ecuaciodn:
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Vemos que soOlo el término de la pendiente contiene I, por lo
tanto, en el grafico se obtendran una serie de lineas que convergiran en
el eje de la ordenada (Fig. A-3 (a))- Al dibujar en un gréafico las pai®
dientes en funcion de 1, se obtendra una linea que intersectara la abs-
cisa en - 1= Kis = K.I a+ KjSIA) (Fig. A-3 (b)).

En el caso del grafico de Dixon, es decir 1/v en funcién de |
a una serie de valores fijos de B, se obtendra una serie de lineas que
se intersectaran a la izquierda del eje de la ordenada por sobre la abg
cisa. La coordenada de este punto sobre la abscisa estara dada por
- 1= kF @ + K1a/A).

El grafico de Cornish-Bowden, es decir B/v en funcidén de 1, a
una serie de concentraciones de B, mostrard una serie de lineas parale-

las, que obedecen a la siguiente ecuacion:

B @+ 1/ :) bK,A + K.I a}% @ + Ka/A) B
I e e T o 1)
\% V A Vv

fico.

I
En este caso no se puede obtener el valor de K. desde el grf£
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Figura A-3. Viagnama& dz. ¢nhXbLcLen de punto muznto puna un

mzcuntimo zn &zcuzncta ondznuda Bt 8;, dondz 1 />z combtna con
EA. Ca) J/v en funcion de 1/ [B] - (b) Pendientes en funcion de
la concentracion del inhibidor, (¢) Kis en funcién del reci-

proco de la concentracidén de A.



162

d. Inhibicién incompctiutiva pana c, ¢u&tnato 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 sera descrito por la siguiente ecuacion:

------------------------ b X - @)

Aqui so6lo el término para la interseccién esta afectado por
la concentracién del inhibidor y el grafico de 1/v en funcién de 1/A
mostrara una serie de lineas paralelas (Fig. A-A (a)). Al dibujar las
intersecciones en funcion de | se obtendrd una linea recta que jntersef
tara a la abscisa en - | = Kii = K. @ + B/KY) (Fig. A-A (b)).

El grafico de Dixon mostrard una serie de lineas paralelas
de las cuales no es posible obtener el valor de K}.

El grafico de Cornish-Bowden, es decir A/v en funcion de 1, a
una serie deconcentraciones fijas de B, serd representado por la siguien®

te ecuacion:

A a + I/k%) bK,A + K'IaK’o (Ka + A
T et I @3



figura A-A. VtxLglicumcu de tnhM)LelJL6n de, punto muerto paAa un
BtcanZtmo en ¢eeueneta ordenada BjL B¢, donde 1| ¢e combtna
-on EA (@) 1/v en funcidén de 1/[A] - (b)) Intersecciones en

“uncion de la concentracién del inhibidor, (¢) Kii en funcion
de la concentracion de B.



164

y las lineas rectas del grafico convergiran en un punto a la izquierda

de la ordenada, por sobre la abscisa, cuya coordenada en la abscisa se-

ra - 1= K? a + B/ﬁd.

Il. Meeicutiimo en secuencia al az... en equltcbnlo Hipido.

a. Inhibicion competitiva pana el ¢uAtsuito A. Un inhibidor de punto
muerto analogo del sustrato A serd capaz de unirse tanto a E como a EB.
La velocidad inicial para la reaccién en presencia del inhibidor estara

dada por la siguiente ecuacion:

Kj v K. representan la constante de disociacion para el com-
plejo ElI y EBlI respectivamente. Consideremos nuevamente las tres tranf
formaciones lineales.

El grafico de los dobles reciprocos (1/v en funcidén de 1/A)
cuando B se mantiene constante, a una serie de valores de concentracion

de 1, serd descrito por la siguiente ecuacion:
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)

Aqui so6lo el término de la pendiente contiene 1 por lo que
las lineas convergiran en el eje de la ordenada. ElI grafico de las pem
dientes en funcidén de I mostrara una linea recta cuya interseccién en

el eje de la abscisa sera:

si K.i =iK. entonces - 1| = Ki” lo cual no siempre es asi.
Al dibujar el grafico de Dixon (/v en funcién de [I)para una
concentracién fija de B y a una serie de valores de concentracién de A,
las lineas convergiran en un punto por sobre la abscisa, que tendrd co-
mo coordenada en la abscisa un valor de - 1 idéntico al valor de Kis
descrito arriba.
El grafico de Cornish-Bowden (A/v en funcidon de 1), cuando B

se mantiene fijo, mostrara una serie de lineas paralelas, una para ca_

da valor de A.
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b. Infvcbficién no competitiva pana eZ buAtnaXo B. Si | es competitivo
para el sustrato A y se varia B manteniendo el sustrato A constante,
61 reciproco de la velocidad inicial en presencia del inhibidor estara

dado por:

1 1+K @+ /KD /A @+ I/K) (K. K)+ KA 1

Como 1 aparece tanto en la pendiente como en la interseccion,
las lineas rectas se cortaran a la izquierda de la ordenada. La intersetf
cion de la recta con la abscisa en el grafico de las pendientes en fun-
cion de I ser& - 1 = Kis = K.I @+ A/Kﬁd)' Del mismo modo,del grafico
de las intersecciones en funcion de 1| se obtendrda - I m Kii = K}(I+A/KO)

En el grafico de Dixon (1/v en funcion de 1), a una serie de
valores de B, las lineas se jntersectaran a la izquierda de la ordenada.
El valor del punto de concurrencia en la abscisa sera - 1 = K.(1 + A/K.)

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

cion de 1 de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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el punto de concurrencia de las lineas en la abscisa serd - | = K.
@ + AZK ).

a
C. Inhibicion competitiva pasta 8 e Inhibicién no competitiva paAa A.

Como en un mecanismo en secuencia de adicién de los sustratos al azar
en equilibrio rapido, A o B se pueden adicionar a E, la inhibicién pa-

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

Todo el analisis anterior de la inhibicidon 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 rapido, que podemos resumir asi:

1. Si un inhibidor competitivo para uno de los sustratos se comporta
como jncompetitivo para el otro sustrato, se trataria de un mecanismo
en secuencia ordenada de adicidén de los sustratos, en que el sustrato
para el cual el inhibidor es competitivo, seria el segundo sustrato en
interactuar con la enzima. En un mecanismo en secuencia al azar en e-
quilibrio rapido, siempre la inhibicion 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 inhibicion Kis para la inhibicién competitiva de

cualquiera de los dos sustratos, no varia con la concentracion del sus-
trato fijo, el sustrato para el cual el inhibidor es competitivo, seria
el primero en jnteractuar con la enzima en un mecanismo ordenado estrijf
to. Esto es valido solo si K. (obtenido de Kis) no es igual a K. (obtf

nido de Ki i) (ver el valor de - i en la ecuacién (25)).

AnallAIA del efecto de. un Inhibido*. de. punto muesvto, analogo de 8, que
&e une débilmente al ¢I1Xlo de A.

Analizaremos el efecto de este inhibidor, en un mecanismo en s
cuencia ordenada de adicion de los sustratos, donde A es el primer suf
trato.

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

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

(28)

(1+- )+ KB @ +- )+ KAQ+-7-)+AB

K.t 3 K.i b K.i

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

ec. (O del Apéndice A.

Inkib-icX6n Ti&opeaio af buAtnato A. La relacion entre el reciproco de
la velocidad y el reciproco de la concentracion del sustrato A, cuando

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

11 Kb 1 1 1 K iakb 1
----- Q+_ @+_ D)D)+ - (1+- ) (-U-+ K) x- (€2))

v Vv BK.i \% K.i B A

N
Como se observa en la ecuacién tanto la pendiente como la inter_
seccion estan afectadas por la concentracion de 1. Por esto, un graf j_
co de 1/v en funcion de 1/A a una serie de concentraciones dadas de |,
mostrara un conjunto de lIineas rectas concurrentes en un punto a la iz
quierda del eje de la ordenada. Este diagrama es propio de una jnhibj_

cién de tipo mixto.

El efecto sobre la pendiente como sobre la interseccién depende”
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Analicemos ahora, la influencia del sustrato fijo variable B so
bre el tipo de inhibicidén, cuando K.>> 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) premodinara el componente competitivo, es decir, un mayor efef
to sobre la pendiente, pues B se encuentra en el denominador del término
que multiplica a @ + I/K.), en la interseccion de la ec. 29. Por el
contrario, la pendiente se modificara levemente porque B no influye so-
bre Ka’ término que esta también multiplicando a (@ + I/K1) en la misma
ecuacion. Asi a bagas concentraciones de B (alrededor de la Km) la jn-
hibicidén serd principalmente incompetitiva. A concentraciones interme-
dias de B serd de tipo mixto, tendiendo a ser mas competitiva a medida

que se aumenta B.

Ininib-idl6n H<Usp<icXo aZ ;uA&iato 8. La relacién de los dobles recipro
eos, cuando B es el sustrato variable y A es mantenido constante, esta

dada por la siguiente ecuaciodn:

Suponiendo como en el caso anterior que K. » K., el efecto del

inhibidor sobre la interseccidn sera despreciable y la inhibicién sera
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mas bien de tipo competitivo.

Analizaremos por esto el efecto del inhibidor sobre la pendien-
te. SI se dibuja la relacidén entre las pendientes y la concentracidn
del inhibidor, se obtendrad una linea recta, que Intersectarl en el eje de
la abscisa a la izquierda de la ordenada. £1 valor del punto de inter_

seccion en la abscisa sera:

I
Si aceptamos que K. » K. y » Kija esta relacion se transfor®

mara en:

La dependencia del valor de Kis de K.~ y A es igual como la ot)
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

TotooxA.dacZ6n con ao;>a de bengala. El mecanismo de oxidaciéon fotoqui”®
mico es complejo y puede variar de un sistema a otro. El siguiente me

canismo ha sido propuesto para una reaccion fotoquimica:

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

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

diamina.

CdZcuZo de conitantea de. veZoalLdad de. ZnacXZvacZon. La ecuacion

diferencial que describe el proceso de inactivacion de la glucoquinasa

es la siguiente:

D
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donde: Ea es la enzima activa; k la constante de velocidad de inactiva-
cion; R es rosa de bengala. La concentracién de 0" se considera cons-
tante y esta incluida en el valor de k.

Esta ecuacidon puede simplificarse si se considera que la concef
tracién de R, que actla como catalizador, no varia en el tiempo, trans-

formandose en una ecuacidén de seudo-primer-orden:

- ILIET = k. (Ea) 32
dt 1
donde k. = k (R) (constante de seudo-primer-orden).

Integrando esta ecuacidn con respecto a Ea, entre el tiempo ce_
ro y el tiempo t, se obtiene una relacion lineal entre el logaritmo nf£

tural de la fraccidén de actividad remanente y el tiempo.

In ————- = k. et [€5)

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

orden de la velocidad de inactivacion.



Rea.ccu.dn de Zo; gA.u.po; -t;0Ze& con VTNB. La reaccion de un grupo tiol

con DTN8 ~s la siguiente:

La presencia de dos grupos tioles muy cercanos hace posible
qgue ocurran reacciones intramoleculares que llevan a la formacion de

enlaces disulfuros (Connellan y Folk, 1969), de acuerdo a las siguien-

- S
tes reacciones!

La formacidon de puentes disulfuros jntermoleculares también ha

sido propuesta (Fernandez-Diez y col., 1964).
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Cin.f£Ecca de. -¢na.cftva.ci6n poA VTNB. Las constantes de inactivacion
(k.) se obtuvieron a partir de la pendiente del grafico de logaritmo
natural de la fraccion de actividad remanente en funcidén del tiempo.
Se analizard la cinética de inactivacién para una reaccién mediada por
un complejo enzima-modificador. A modo de comparacidn se muestra la

ecuacion de velocidad de inactivacién para una reaccién bjmolecular.

Me.ca/ugmosde ¢na.cEX.v(ics6n. La inactivacion de la enzima puede ocurrir

a través de uno de los siguientes mecanismos:

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

tearla a través de la siguiente ecuacidn diferencial:

(3*0

donde Ea es la enzima activa y k la constante de velocidad de inactiva
cion (Mildvan y Leigh, 196*0.

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

expres ion:
(35)

donde k. = k (DTNB).
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Al integrar esta ecuacion respecto a Ea se obtiene el valor de

k. de manera similar a lo descrito para la fotooxidacién (ec. 33).

complejo 72
i) DINB + E~— - E - DTNB -—------ ) Ei + TNB

La velocidad de inactivacién para esta reacciéon 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 ecuaciéon diferencial:

(36)

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 reaccion (E-M -—* Ei)

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

(37)

Si la constante de disociacion del complejo E-M es:
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® x M ki

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

su disociacion y luego simplificamos, tenemos:

Y — dt (38)
i (Ea) 1+ K /M )
SI M es constante, es decirdv >> E. Al integrar tenemos que:

(€Y))

donde, (Ea)Q y (Ea)™ son la actividad enzimatica al tiempo cero y al

tiempo t respectivamente.

Al dibujar en un grafico el In (Ea)./(Ea) en funcidén del tiem
* ° fay- ~
po se obtiene una linea recta cuya pendiente es - k2/(1 + KMM) y es

igual a la constante de inactivacién de seudo-primer-orden (k.) para

v

cada concentracion de modificador. Asi:
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Esta ecuacidn, que representa a una hipérbole, es importante
porque los datos experimentales parecen cefirse a ella, y por lo tanto
se apoya el mecanismo.

El reciproco de k. es igual a:

Al poner en un gréafico el reciproco de la k. en funcion del re-
ciproco de la concentracidon del modificador se obtiene una linea recta
donde la interseccidon con el eje de las ordenadas es 1/k2 o sea, la conf
tante de inactivacion cuyo valor se obtiene a una concentracion infinita
del modificador, y la interseccion con el eje de la abscisa es - 1/M =
1/Kj. Si no se cumple la condicién que k2 « k* , es decir, que se
alcance un cuasi equilibrio de la enzima con el modificador, en lugar de

se obtiene una constante que es similar a la de Michaelis e igual a

(k2 + (Brocklehurst, 1979).

CLnitAjca de inatcLioacion pon. VINB en pne&encia de un Ligando pn.otecton..
La proteccion por un ligando contra la inactivaciéon de una enzima por
un reactivo modificador se analizarid de acuerdo al mecanismo de inactj_

vacion. Como describimos anteriormente, la enzima puede inactivarse a
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través de una tipica reaccion himolecular con el reactivo modificador
0 a través de la formacién de un complejo intermediario previo a la
inactivacion (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) ElI ligando al unirse a la enzima libre evita totalmente Ila
inactivacion (Redkar y Kenkare, 1975), o

b) ElI ligando al unirse a la enzima libre y al complejo enzima-
modificador evita totalmente la inactivacion.

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

Me.caruimo a. La 1inactivacion ocurre a través de la formacidn de un com
piejo enzima-modificador y el complejo enzima-ligando es insensible al
modificador. Este proceso seria similar al de inactivacion por react i_
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:
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donde E, EL, E-M y Ej son la enzima libre, el complejo enzima-ligando,
el complejo enzima-modificador y la enzima inactiva respectivamente;
M es el modificador DTNB; L es el ligando (sustrato, producto, analogo
del sustrato o producto); y k™ son las constantes de velocidad de
formacion y de disociacion del complejo E-M, respectivamente; k™ es la
constante de velocidad de la etapa limitante de la reaccién de inacti-
vacion; Kp la constante de disociacion del complejo enzima-ligando y
Kj 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®
cion en presencia del ligando se puede expresar a través de la siguien-

te ecuacion diferencial:

--------- k, (E-M) ©

Reemplazando los términos EL y E-M en funcidén de sus respecté

vas constantes de disociacion y reordenando se tiene que:
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Esta ecuacion es de igual forma a la ecuacion de Dixon (1951) PE.
ra la interaccion de una enzima con un inhibidor competitivo; en nues-
tro caso el inhibidor corresponderia al ligando L en la ecuacién I*3.

Para conocer el valor de la constante de disociacion verdadera
(Kp) desde la ecuacidn 46, es necesario conocer la concentracién del mo
dificador y la constante de disociaciéon enzima-modificador (K~ (Redkar
y Kenkare, 1975; Connolly y Trayer, 1979a). Otra alternativa es reali-
zar el experimento a mas de una concentraciéon del modificador y poner
en un grafico los valores de Kp aparente en funcion de la concentracion

del modificador. En este grafico se obtiene una linea recta de acuer-

do a la siguiente ecuacion:

@n

donde el valor de la interseccién vertical es igual a KQ.

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

eje de la ordenada, tipico diagrama de una inhibicion competitiva.
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Mecanismo b. La 1inactivacion ocurre a través de la formacion del com-
plejo enzima-modificador y los complejos enzima-ligando y enzima-ligan®

do-modificador son insensibles al modificador. Por esto el proceso de

competitiva enzimdtica. En nuestro caso, el modificador se comportaria
como el sustrato y el ligando protector como el inhibidor no competitivo.
El mecanismo de inactivacion podemos esquematizarlo de la siguien_

te manera:
<Kd)

I I
donde EL-M es el complejo enzima-ligando-modificador; y K~ son las

constantes de disociacion de L y M a partir del complejo ELM respecti-
vamente. Todos los otros términos son definidos igual como en el meca
nismo £.

Si la etapa limitante de la reaccion es el paso del complejo
E-M a enzima inactiva, la velocidad de inactivacion en presencia del
ligando, se puede expresar a través de la siguiente ecuacién diferen-

cial:
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———————— ke EMD “8)

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

Dividiendo la ecuacio6n anterior por

~d(Ea) k2 (E-M)
————— S o 49
dt (Ea) E + EL +EL-M+ E-M

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

pectivas constantes de disociacién y reordenando se tiene que:

(CY)

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

tante de inactivacion de seudo-primer-orden (K.):
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GD

Al colocar en un grafico el reciproco de la k. en funcion de la
concentracion del ligando, se obtiene una linea recta de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

G2

Si el valor de KD es igual al de K*, es decir, la union del mo-
dificador a la enzima, no altera la afinidad del ligando por la enzima,

la ecuacién anterior se simplifica a:

Kd
a+- )xL (53

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

ne el valor verdadero de K. Este valor obviamente es independiente
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de la concentracion del modificador.

El grafico del reciproco de la k. en funcidon del reciproco de la
concentracion del modificador, a diferentes concentraciones fijas del
ligando, mostrard una serie de lineas rectas que se jntersectaran 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 computacidn que se describen a continuacion
fueron diseflados para el microcomputador Altair 8800b y escritos en lem
guaje BASIC utilizando las instrucciones MUS ALTAIR EXTENDED BASIC (pa
ra mayor detalle consultar en "Mits Altair Basic Reference Manual".

MITS INC. 1975).

Psiog/uuna 1. Este programa tiene por objeto calcular las constantes que
relacionan dos variables, cuando la funcion no es lineal (este programa
fue una adaptacion del programa de Cohén y col. (1957) para el microcom-
putador Altair 8800b, hecha por el Dr. 0. Alvarez). En los resultados
mostrados en esta tesis, se usO este programa, cuando la funcidon de sa-
turacion (v en funcidén de S) se adaptaba a una hipérbole rectangular y
a una sigmoide.

La funcion podemos representarla de la siguiente manera:

v=Ff 6; a, b, c........ 2)
donde v es la velocidad, S es la concentracién de sustrato y a, b, c...,
z son constantes cinéticas (las que pueden ser funcién de la concentra-

cion de otros sustratos, activadores o inhibidores, mantenidos constantes

187
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durante el experimento), por ejemplo, la velocidad maxima, el ndmero de
Hill y la Km o LU.

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 ecuacién 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 iteracion la velocji_
dad calculada sea lo mas similar a la velocidad experimental para cada
una de las concentraciones de sustrato. La comparacion entre las velo-
cidades calculadas y las experimentales se efectia hasta que la sumato-

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

la siguiente relacion:

Q2 = E [v -f(;a b, c,....,2)J 2 debe ser minima.

PswgAlXma. 2. Este programa fue disefiado para calcular las constantes c
néticas a través de la linearizacion de la ecuacion de Michaeljs-Menten
por los métodos de Lineweaver-Burk (1/v en funcién de 1/S) ; Eadie-

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

y Riggs, 1965).



189

El programa utiliza una subrutina para la linea de regresion de
cada uno de los tres métodos de linearizacidon una vez que ha adaptado
los valores de la velocidad y la concentracién de sustrato para las coor
denadas x e y de cada transformacidén. A partir de esta linea de regre-
sion se obtienen los valores para las constantes cinéticas con sus res-
pectivos valores de desviacién estandar.

Las instrucciones para el microcomputador se incluyen en la lis-

ta del Psu/gsuuna 2.
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LISTA DEL PROGRAMA 1

190

READ NiDIMX(N);DIMY(N) *DIMT(2,2):DIMA<2,2) :DIMB(2) :

1T=100:2=0
Rr 1E-03

C=.01:FC=C:GOTO 40
FORI=1TON:READX(I),Y(1):NEXT
A=USR<3>

R$(0)="V«MAXs"

R$(1):"K 05"

R$(2>="NH"

FORI=0TO2:PRINTR$(1) :INPUTK(I) SNEXT
IFZ=1GOTO 660
K0=K(0>:K1=KC1):K2=K (2>

FORI=0TO2

FORJ=0TO2:ACI,J)=0:NEXTJ

NEXTI

IT=1T-1:IFIT=0GOTO 650
FORI=0TO2:B(1)=0;NEXT

QQ=0

140FORI=1 TO N

150
160
170
180
190
200
210
220
230
240
250
260
270
280

290

300
310
320
330
340
350
360
370
380
390
400
410
420

STEXP(K2*LOG(X(1)>):F =K0*S/(K1+S):Q=F-Y(I)
QQ=QQ+Q*Q

S2=EXP<(K2+C*K2>*L0G<X(1)>>
GCO0>=-CF-<K0+FC*K0)*S/(K1+S))/FC*KO
G<1):-(F-CKO*S/$a<I+FC*KI)+S))>/FC*KI
G(2)=-(F-(KO0*S2/(K1+S2)))/FC*K2
FORK=0T02:DCK)=G(K)sNEXT

FORK=0TO2
FORL=0TO2:A(L,K)=A(L,K)+G<L>*G(K>:NEXT
BOO=B<K>+Q*D<K)

NEXTK

NEXTI

XS=QQ/(N-3)

GOSUB  290SGOTO 60

D=A<0,0)*A<1,1>*A(2,2)+A(1,0>*AC2,1)*A(0,2)+A(2,0)*

A<0,1>*AC1,2)

D:D-AEO,Z)*ACL 1>*A<2,0)-A(i,2)*A<2,1>*AC0,0)

D=D-A(2.2>*A(0,1>*A<1,0>
IFD=0GOTO 640
TCO0,0>=<A(1,1)*AC2,2>-A(1,2>*AC2,1)>
T<0,1)=-(A(0,1>*A(2,2)-AC0,2)*A(2,1))
TEO,23:(A<0,1)*A(1,2 -A(O,2>*A<I,18))
T(1,0)=-(A(L,0)*A(2,2)-A(1,2)*A(2.0)>
TCl,1>:<AC0,0)*A(2,2;-A<0.2)*A(2,0))
T(1,2)=-<A(0,0)*AC1,2J-A<0,2>*A<1,0>)
T(2,0)=(A(1,0)*A(2,1)-A(1,1)*A(2,0))
T<2,1)=-<AC0,0)*A(2,1>-A(0,Y*AC2,0)>
TC2,2)=CAC0,0>*AC1,1>-A<0,1>*A(1,0>)
FORI=0TO2iD(1)=0



430
440

450
460
470
480
490
491
492
493
510
520
530
540
550
560
570
580
590
600
610
620
630
635
640
650
660
670
675
680
690
700
710
720
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FOrJ=3T02:D (1)=D(1) + (T (3,1 )*B (JI)/D) jNEXTJ
NEXTI
PRINT"

IFD<0GOTO 480

FOR1=0T02sD(1)=-DC1) :NEXT

A=USRC3>

PRINT "V_MAX=";:PRINTUSING"###.####" ;KO

PRINT "K ="; PRINTUE>ING"### _ ###" ;K1

PRINT "NH = TPRINTUSING"###, ####" ;K2

PRINT "SUMA DE CUADRADOS="; :PRINTUSING"#_ ######tttt";Q0Q

FORI =0TO2:E(1 )=SQR(T (I ,1)*XS/D ) :NEXT
FORI=0TO2:CH(1)=ABS(DCI))
IFCH(1)<E(1)*RTHENZ=1ELSEZ=0

NEXT

IFZ=1THENRETURN

QN=0:RR=4

K<0)=K0+D(0) :K<1)=K1+D<1):K(2>=K2+D<2)
FORT=1TON 1QS=EXPCK (2)*L0G (X (1 ))) :QF=K (0)*QS/ (K (1)+QS)
QN=QN+(Y (1 )-QF )*(Y (1 )-QF ) :NEXT

PRINT RRj:IFQN<QQTHENRETURN

IFRR=0THENRETURN

FORI=0T02sD(1)=.5*D(1) :NEXT

RR=RR-1:QN=0:G0OTO 570

A=USR<3>

PRINT"ERROR,D=0":STOP

PRINT"":PRINT"MAS DE 100 REPETICIONES,.,.":STOP
PRINT"":PRINT"RESULTADOS"

FORI=0T02

A=USR(3)

PRINTRSCI JPRINTUSING™ ##.####" ;K(1);
PRINT" S.D.=";E(I)

NEXT

PRINT"SUMA DE CUADRADOS">QQ

STOP



OPCION
OPCION

2010
2020
2030
2060
2070
2075
2080
2090
2100
2110
2120
2125
2130
2140
2150
2155
2160
2170
2175
2180
2200
2210
2220
2230
2235
2240
2245
2250
2260

2265

2266
2270

2280
2281
2282
2285
2290
2300
2310
2320
2330
2335
2340

LISTA DEL PROGRAMA 2

GRAFICODE HILL LOGCV/VM-V) VS LOGS

GRAFICODE HANES-WOOLF S/V VS S

A=USR<3): E=2.303

READN :DIMS (N) :DIMV(N ):DIMX(N ):DIMY<N)
FORI=0TON-1JREADS(I) .,V (1 >:NEXTI
INPUT"OPCION" ;A

ONAGOSUB 2080, 2200, 2300, 2400

GOTO 2060

A=USR<3): PRINT"HILL"
INPUT"V_.MAX.=";VM

FORI=0TON-1

Y (1)=L0G (V (1)/ (VM-V (1)))

XCl1 )=LOG(S (1))

NEXT

GOSUB 3000

PRINT "N=";B

PRINT "K=";EXP(-B1)

PRINT "SO0.5="jJEXP C1/B)*LOG(EXP(-B1/E))
PRINT "S.D. DE N=";C

PRINT "S.D. DE K=";EXP(-C1)

PRINT "COEF.CORR=";JPRINTUSING"#.######" ;R

RETURN
A=USRC3)

FORI=0TON-1

Y(1)=1/V (1)

X(1)=1/5C1)

NEXT

GOSUB 3000

PRINT "GRAFICO DE LINEWEAVER BURK"
PRINT "V. MAX=";1/31

PRINT "KM=" ; (B/B1)

PRINT ™"INTERSECCION VERTICAL=";81

PRINT ™"PENDIENTE:" ;B

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

1

2 GRAFICODE LINEWEAVER BURK 1/V VS 1/S
OPCION 3 GRAFICODE EADIE HOFSTEE V VS V/S
OPCION 4
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PRINT "S.D. KM=";SQR(<C/B)*<C/B)+(C1/BI1)*CC1/B1))*B/B1

PRINT "S.D. DE INTERSECCION=";C1
PRINT "S.D. DE PENDIENTE=";C

PRINT "COEF. CORR.r";JPRINTUSING"# . ######";S/SQR(S1*S2)

RETURN
A=USR (3)

FORI =0TON-1
Y(1)=VCl)

X(1) =VC1)/S(1)
NEXT

GOSUB 3000



2345
2350
2360
2370
2380
2385
2390
2400
2410
2420
2430
2435
2440
2445
2450
2460
2470
2480
2485
2490
3000
3010
3020
3030
3040
3050
3060
3070
3080
3090
3100
3110
3120
3130
3140
3150
3160
3170
3180
3190
3200
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PRINT"GRAFICO DE EADIE HOFSTEE"
PRINT"V.MAX.=-jBI
PRINT"KM="";(-B)

PRINT"S.D. DE V.MAX.=-;C1

PRINT-S.D. DE KMm=";(C>

PRINT"COEF. CORR. = SPRINTUSING"# _ #######-;-R
RETURN

A=USR<3)

FORI =0TON -1

YU >=S(1)/v(l)

X(1)=s(1)

NEXT

GOSUB 3000

PRINT"GRAFICO DE HANES-WOOLF™
PRINTmV.MAX.="j (1/B)

PRI NT "KM = (B1/B)

PRINT"S.D. DE V.MAX="; ((C/B >* (1/B))
PRI NT -S .D ,KM=**;SQR ( (C/B)* (C/B )+ (C1/B1)* (C1/B1))* (B1/B)
PRINT"COEF. CORR.r";:PRINTUSING"#.#######" ;R
RETURN
XI=03JX2=0:YI1=0:Y2=0:Z=0:A=USR(3)
FORI=0TON-1 \%
X1=X1+X(1>

Y1=Y1+Y (1)

X2=X2+X (1 )*X (1)

Y2=Y2+Y(1>*Y(I)

Z=Z+X (1)*Y(l)

NEXT

X3=X1/N

Y3=Y1/N

S1=X2-X1*X3

S2=Y2-Y1*Y3

S=Z-X1*Y3

B=S/S1

B1=Y3-B*X3

§3=S2-B*S

S4=S3/(N-2>

C=S9R(S4/S1)
C1=SQR(S4*(1/N+X3*X3/S1))
R=S/SQR(S1*S2)

RETURN
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