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O. NOMENCLATURA

En los desarrollos y discusiones que se presentan a lo largodel
texto:emplearemos la nomenclatura y abreviaturas que siguen, las cuales
se ajustan a los criterios enunciados por Cleland(1963) y a la estable-
cida por los principales autores de la Teoria del Control de Flujos,

0.1. Sustratos y.productos del sistema.

A,B,C.... Sustratos de la ruta metabdlica en el mismo orden en el -
que se incorporan a la ruta.

a,b,c.... Concentraciones respectivas de esos- sustratos.
X1,X2,X3.. Productos intermedios de la ruta.
x1,x2,x3.. Concentraciones respectivas de esos productos.
1]
P,QO,R..... Productos de la ruta wmetabdlica en el mismo orden de sali-
da.
0.2. Enzimas del sistema.
EA Primera e¢nzima de la ruta, la cual incorpora el sustrato A
al sistema.
ep Concentracién de esa enzima.
E_, Eeieee Otras enzimas del sistema, cuando esta denominacidn es po-
f=} . . L
sible; las cuales incorporan los sustratos B y C respecti-
vamente a la ruta. :
en,ec.... Sus concentraciones respectivas.
E1, EZ’E?“' Enzimas correlativas del sistema gue .actdan sobre X1,X2 V-
N X3+, respectivamente.
Ei Enzima genérica del sistema.
e1;e2,e3,.; Sus concentraciones respectivas.
e, Concentracidn de la enzima genérica Ei'
4L
VA,V1;v2,v3,_Velocidades de las reacciones catalizadas por EA.E1,E2 Yy Eq
' -...y respectivamente. ' -
\ Velocidad de la reaccién catalirzada por la enzima genérica
E..
i
VA,V1,V2,”3. Velocidades maximas dée las enzimas EA,E1,E2y E3..;respecti
vamente, ’
Vi Velocidad maxima de la enzima genérica Ei'
KA,K1,K2,=. Constantes de Michaeliz de las enzimas EA,E1,E2...para los

sustratos A’Xi’XZ""'°



K Constante de equilibrio(con un superindice indica el pasc-
o pasos a los gque se refiere) y en el sentido en que esta-
expresada. Ejemplo:
K = —
eq X, eq
9p29,29, - Expresidén de la actividad enzimdtica de las enzimas E_,E, ,
. Eb,.,.respectivamente,‘usada en-la formulacidén de los Coe-
f{cientes de control, cuyo valor .es MX . K

K
M

eq

g "actividad enziméLica"( Xﬂ& ). Keq de la enzima genérica Ei'
'K

También: )

F: Fiujo del sistema de una ruta metabdlica dada.

. .’ . ~ . .
C: (con cualguier subindice C ,C ,C,CK)cualqu1er constante
del sistema previamente descriia o en el momento.

0.3. Parametros sistémicos y coceficientes.

El analisis del control de los sistemas metahdlicos emplea dos -
tipos principales de Coeficientes; los Coeficientes globales y los Coefi
cientes locales. La nomenclatura establecida recientemente por los priﬁ
cipales autores, que se'sigue en el texto es la'siguiénte:(Burns}J.A.H%E).

Coeficientes globales o sistémicos Simbolo Nombre
?V /'b P 2V P , CV - Coeficiente
\Y P B P "V P de control

donde V es cualquier variable del sistema(flujo, concentracién de inter-
mediarios, energia libre, etc...) y P es cualquier variable independien-
te cuyo cambio provoca un cambio en V{(concentracién de la enzima, nimero
de turnover, etc....).

Asi tenemos:

CE coeficiente de control del flujo para la enzima Ei'
i
CA Coeficiente de control del Flujo para el sustrato A.
Coeficientes locales Simboloc Nombre
-a—z—/ ?_2 =% . % é; Coeficiente de

elasticidad

donde v es la velocidad de cualquier entidad aislada del sistema(enzima,
permeasa, transportadores, etc...) y S es cualquier especie molecular -
(efector) que afecta a v directamente(sustrato, producto,inhibidores,eta)

. v . e . . .2
Asi: E.A Coeficiente de elasticidad para la reaccidn ca-
A talizada por EA para el sustrato A.



Hasta ahora diversos autores han empleado diferentes simbolos .y
nombres para referirse a los Coeficientes de control del flujo. Sefiala
mos aqui los mas frecuentemente utilizados en la casi totalidad de los-
trabajos publicados en este campo hasta el momento.

.. F . .
El coeficiente C ~ (coeficiente de control del flujo para la -
enzima Ej) se cita como Z 1(Coeficiente de sensibilidad) y como CEi(Exx
za de control).

Al coeficiente CF se le ha llamado Coeficiente de respuesta, R.
\{, coeficiente de controtabilidad, son el simbolo y nombre dados al ac
tualmente citado como Ev, aunque K se referia principalmente al efecto—
de activadores o inhibigores sobre la velocidad del paso de reaccién in
dividual. Se llamaba antes coeficiente de elasticidad YE al que se de
nomina ahora Ef“ pero S antes se referia sélo a sustratoS o productos-
de una ruta metadbdlica. Finalmente los denominados elementos de la ma
triz de control(o sensibilidad del Sustrato)sSpJ) donde S representa ia
concentracién de un intermediario dado, son siﬁbolizadosjahora como CE?,

i
0.4. Enzimas, sustratos y efectores usados en la experimenta-~
cidn.
- Enzimas Nombre trivial Nombre sistematico
Aldolasa Aldolasa D-Fructosa-1,6-difosfato~D-gliceral-
dehido-3-fosfoliasa.E.C.4.1.2.13
CK Creatinaquinasa ATP:creatina N-~fosfotransferasa.E.C.
_ 2.7.3.2.
Ffa Fosforilasa-a 1,4- -D-glucan:ortofosfato « glucosil
: transferasa.E.C. 2.4.1.1.
PFK Fosfofructoquinasa ATP:D-fructosa-6-fosfato 1 fosfotrang
ferasa.E.C.2.7.1.11.
PGI Fosfoglucosaisomerasa D-Glucosa-6-fosfatocetoisomerasa.E.C.
5.3.1.9.
PGluM Fosfoglucomutasa o -D-glucosa-1,6-difosfato:  -D~glu-
cosa-1-fosfatofosfotransferasa.E.C.-
2.7.5.1. ,
oA -GDH Glicerol—3-fosfatode§ sn—glicerol-3—fosfato:NADEZ—OXireduc
hidrogenasa tasa.E.C.1.1.1.8.
GK Glucoguinasa ATP:D-gluccsa-6-fosfotransferasa.E.C.
2.7.1.2. _ )
G6P-DH Glucosa-6-fosfato-des D-glucosa-6-fosfato:NADDP-1-oxireduc-—
hidrogenasa tasa.E.C.1.1.1.49.
HK Hexoguinasa ) ATP:D-hexosa-6-fosfotransferasa.E.C.
2.7.1.1.
LDH Lacticodeshidrogenasa L-lactico:NAD*oxidoreductasa.E.C.1.1.

1.27.



Enzimas Nombre trivial Nombre sistematico

TIM _ . Triosafosfatoisomerasa D-gliceraldehido-3-fosfatocetoisome-
rasa.E.C.5.3.1.1.

Sustratos y'efectores.

Nombre trivial Nombre especifico
ATP Adenosina-5'-trifosfa- Adenosina-5'-trifosfato.
to.
E4P D-Eritrosa-4-fosfato D-Eritrosa-4-fosfato.
F2,6P2 D-fructosa-2,6-fosfato lx—D—(+)—fructofuranosa—2,6—difosfa—
to.
F6P D-fructosa-6-fosfato o« -D- (+) fructofuranosa-6-fosfato.
GAP D-gliceraldehido-3~fos D-gliceraldehido-3-fosfato.
to. .
G1P D-glucosa-1-fosfato ok -D-(+)glucopiranosa-6-fosfato.
G1,6P2 D-glucosa-1,6-difosfa- o -D-(+)glucopiranosa~1,6~-difosfato.
to.
G6P D-glucosa-6-fosfato o -D-(+) -glucopiranosa-6-fosfato.
NADH ¢} -Nicotinamida-adeni- Difosfopiridina nucledtido reducido.
na-dinucledtido reduci
do.
NADPY B _Nicotinamida-adenina- Trifosfopiridina nucledtido fosfato.
dinucleétido fosfato
NADPH ® -Nicotinamida-adenina Trifosfopiridina nucleotido fosfato
dinucledtido reducido - reducido '
fosfato. '
Pi Ortofosfato Ortofosfato
R5P Ribosa-5-fosfato ' D-Ribofuranosa—S-fésfato.
s7P Sedoheptulosa-7-fosfato Sedoheptulosa-7-fosfato.

X5P Xilulosa-5-fosfato Xilulosa- 5 -fosfato.



1.- INTRODUCCION

1.1.- Regulacién del metabolismo: Situacién actual.

Desde el establecimiento de las principales rutas metabdlicas -
(glicdlisis, gluconegénesis, ciclo tricarboxilico, etc.) el campo de-
investigacién posiblemente mas destacado sobre el metabolismo ha sido-
el estudio cinético de las distintas enzimas implicadas en las rutas me-
tabblicas incluyéndose los fendmenos reguladores, particularmente aque
llos que pudieran presentarse in vivo. El estudio cinético de cada en
zima individual se ha hecho preferentemente con enzimas purificadas a-
fin de reducir el sistema experimental a su expresidén mas simple y asi
poder atribuir cada efecto a la enzima particular objeto -de estu-=
dio. El objetivo era comprender el funcionamiento de la enzima cuando
se estudiaba como una especie molecular homogénea. Los estudios ciné-
ticos de enzimas individuales han conseguido asi aportar un conjunto -
de valiosa informacidén sobre el comportamiento de cada enzima con res-—
pecto a miltiples variables. Con todos estos resultados se han elabo-
rado esquemas y modelos de regulacidn de cada ruta metabdlica que en -
general son coherentes explicando la regulacién de cada ruta metabdli-
ca y las interconexiones entre varias de ellas.

Los mapas metabdlicos obtenidos al trabajar de esta manera, re-
sumen de forma elegante y sencilla gran parte de los conocimientos que
sobre las sucesivas transformaciones quimicas y movimientos de solutos
a través de membranas se dan en microorganismos y células animales y =
vegetales. Son el resultado del trabajo inteligente y eficaz de una -
generacidén de bioquimicos dedicados a desentrafiar las bases molecula--—
res y los principios reguladores de la actividad celular.

Esta integracidn de los diferentes efectos reguladores particu-
lares en esquemas més generales tiene, sin embargo, importantes limita
ciones. En primer lugar se trata de representaciones cualitativas de—’
los flujos que tienen lugar en el interior de la célula en unas condi-
ciones que, ademds, no se especifican. Por otra parte, constituyen una
imagen congelada de la realidad, resumiendo informacidén estatica al no
hacer referencia alguna a la dimensién temporal. Tampoco indican velo
cidades, ni flujos a través de las rutas, ni aluden a la distribucidén-
cuantitativa y variable en el tiempo de un flujo de entrada entre dos-
ramas de una bifurcacién. Finalmente no muestran la compartimentaliza
cién cuantitativa de los solutos entre los distintos organulos subcelu
lares y no hacen referencia al mantenimiento de las concentraciones y-
gradientes a través de las membranas.

Una consecuencia de esta visidn estatica es el hecho de hacer -
recaer el control de la regulacién de las rutas metabdlicas en uno de-
los pasos de la misma, acufidndose para éstos, términos como "puntds de
control" o "pasos limitantes" en el sentido excluyente con que normalmen
te se usan. Este vocabularioc estd basado frecuentemente én extrapola:
ciones cualitativas a la ruta metabdélica completa de una informacidén -
que ha sido obtenida generalmente del estudio de enzimas aislada. Cieér
tamente es muy importante el conocimiento cuantitativo de la cinética-—



de las enzimas aisladas, pero la extrapolacién de la enzima al sistema
metabélico completo ( y de la enzima a la célula viva) estd formalmen-
te injustificada en sistema no lineales y conduce al establecimientode
conceptos errdneos.

) Sabemos que los sistemas bioldgicos estan constituidos por amu--
chos y variados componentes y que existen entre ellos complejas inter-
acciones. Los procedimientos analiticos nos han permitido conocer gramn
parte de la estructura de tales sistemas. Sin embargo son limitados-
cuando se trata de comprender su funcionamiento y regulacién. Esto es
asi porque en cualquier sistema biolégico existe una determinada jerar
quizacién, de tal manera gue una funcién biolégica dada no viene deter
minada Gnicamente por una estructura particular sino también por el -~
contexto de una organizacién en el que dicha estructura se encuentra -
sumergida. Este hecho debe tenerse en cuenta a la hora de intentar su
descripcidn total o parcial. La gran complejidad que muestran en su -
forma de actuar no puede, pues, desentrafiarse estudiando sdélo sus par-
tes constituyentes sino que es preciso examinar también la respuesta -
del sistema completo. Unicamente por la combinacién de estos dos enfo
ques alcanzaremos informacidn suficiente para entender el funciona=—-
miento de los sistemas vivos.

En relacién con el segundo de los enfoques aludidos, en los al-
timos afios se ha despertado un creciente interés por los mecanismos por
medio de los cuales los flujos de las rutas metabdlicas estén sometidos
a control en células intactas, drganos, tejidos u organismos. Con est
fin se han desarrollado principalmente dos tipos de modelos, los mode-
los experimentales y los modelos matematicos. Los modelos experimenta
les tienen su primer precedente en los trabajos de E.Biichner, en 12897
cuando descubre que la fermentacidén alcohdlica pueden provocarla: los-
extractos de levadura exentos de células. Basicamente Biichner operaba
con una ruta metabdlica completa que transformaba glucosa en etanol. -
M&s recientemente ' ya hay que :destacar los trabajos de Scopes(1971,1973
1974), que ha reconstituido el sistema glicolitico del misculo de cone
jo a partir de enzimas purificadas de la misma fuente y ha estudiado -
la influencia de diversas perturbaciones simulando distintos estados -
fisioldgicos.

Entre los modelos matematicos citamos en primer lugar el traba-
jo de Waley S.G.(1963) quien desarrolla un modelo tedrico sencillo pa
ra una ruta metabdlica de tres enzimas, generalizable a n, concluyend5
que el flujo a través del sistema depende en general de todas las enzi
mas de la ruta. Higgins (1963,1965) desarrolla una teoria sobre el --
control en las reacciones celulares e introduce el concepto de Coefi--
ciente estequiométrico de reflexidn. Poco después aparecen los traba-
jos de Savageau (1969;1971,a,b; 1972) quien considera diversas formas-
de aproximacién a sistemas biolégicos, in¢luyendo la simulacidén con or
denador y establece el concepto de sensibilidad. Los trabajos de Sava
geau tienen el interés de que sus conclusiones son aplicables a todos—
los sistemas de regulacidén conocidos y constituyen. la primera revisidh
en la que se plantea la extrapolacidn de los datos cinéticos de cada -
enzima individual para aplicarlos a una ruta metabdlica compleja. Hay
que citar que también los trabajos de Wright (1981) y de Easterby (1973



1981) que estudian y extienden el tratamiento al estado de transicién.
Varios autores han desarrollado el estudio del control de los flujos -
metabdlicos por medio de la simulacién con ordenadores (Garfinkel, 1965;
1966,1971; Kohn, et al, 1979, 1983; Heinrich Yy Rapoport, 1974 a,b,c).

Finalmente otro modelo tedrico es el aportado por Kacser y Burns
(1973). En ese afio dichos autores exponen la Teoria del control de flu
jos, la cual consiste basicamente en la definicién de los distintos —-—
Coeficientes de control y elasticidad y en la descripcidon de las rela-
ciones algebridicas que los relacionan. Al mismo tiempo estos autores-
(1973) desarrollan un modelo cinético de una ruta metabdlica lineal —-
con baja saturacidn para todas sus enzimas y le aplican su Teoria del-
control del Flujo.

Posteriormente esta teoria ha sido desarrollada por estos mis--
mos autores (Kacser, 1982; Kacser et al 1979; Kacser y Burns 19791981)
y por Rapoport(Rapoport et al 1976; Heinrich y Rapoport, 1975). Todos
estos trabajos han establecido un sélido cuerpo tedrico para la inves-
tigacidén del Control de los flujos en células intactas. Responden a -
la necesidad de una teoria qjﬁnﬂ_y rigurosa que permita a un tiempo -
la realizacidén de experimentos sobre la regulacién metabdlica que nos-
lleven a resultados cuantitativos y la interpretacién precisa de los -
mismos. Este tratamiento ha dado ya resultados dignos de interés. --
Gréen et.al (1982 b) han resuelto el problema de la regulacién de la -
fosforilacidn oxidativa y el mismo equipo (Grden et al, 1982,a) han -
puesto de manifiesto el escaso papel regulador de la fosfoenol piruva-
to carboxiquinasa en la gluconeogénesis replicando a los articulos de-
Rongstad (1979) y Akerboom(1979). Rapoport et al (1974, a,b,c) ha es-
tudiado la regulacidén de la glicdélisis en eritrocito y la influencia -
del pH sobre la misma. Fell (1984) ha determinado los Coeficientes de-
control del flujo por la enzima, de las enzimas glicoliticas de levadu
ra, aportando nueva informacidn sobre la regulacidén de este proceso.Ei
equipo de Kacser (Flint et al, 1980,1981; Kacser y Burns, 1981) haapli
cado esta teoria a sistemas in vivo estudiando la influencia de la ac—
tividad enzimatica sobre el control de rutas metabdlicas con lo que ha
logrado explicar las bases bioquimicas de la dominancia genética y de-
los errores metabdlicos congénitos y dado una explicacidén coherente a-
nivel molecular de la dominancia y de la influencia de la heterocigo--
sis en el control del metabolismo.

Todos estos trabajos, realizados en los tltimos afios revelan la
creciente sensibilidad de importantes grupos de investigacidn a este -
nuevo enfoque de la regulacién del metabolismo y demuestran en nuestra
opinidén, que la enzimologia clésica no debe permanecer al margen de es
tos planteamientos. La informacién que ha proporcionado y su metodolo
gia deben integrarse en esta corriente si quiere encontrar las respues
tas a sus interrogantes, ya que es imposible comprender el todo limi-—
tadndose a examinar las partes aisladas.



1.2.- Teoria del control de flujos.

La Teoria del control de flujos enunciada por Kacser y Burns en
1973 y por Heinrich y Rapoport (1974 a); y desarrollada por los. prime--
ros (1974, 1981) y por Rapoport (1976) se basan en el tratamiento desa-
rrollado anteriormente por Higgins (1963), el cual analiza las respues-
tas de los sistemas enzimaticos en términos de los denominados "Coefi--
cientes de reflexidn".

La ecuacién cinética (de velocidad) de una ruta metabdlica es -~
una funcién compleja que puede tener cientos de variables y parametros.
Para distinguir la velocidad de transformacién de un paso determinado -
de la velocidad de transformacién global llamaremos flujo a ésta Gltima
y mantendremos el término velocidad para hacer referencia a pasos conae
tos implicados en la ruta. -

Los pardmetros del sistema (mejor que constantes) son; el nime-
ro total de enzimas que intervienen, el orden en que actian(su estructu
ra topoldgica), las constantes cinéticas de todas las enzimas (tales co
como concentracién de cada una de ellas y constantes de equilibrio de -
cada paso). También son parametros la disposicidén espacial de las enzi-
mas, de no ser homogénea su distribucidn incluyendo la expresidn de si-
tuaciones de compartimentalizacidn.

Las variables son de dos clases. En la primera se incluyen —--
aquellas que no exhiben cambios sensibles como consecuencia de la acti-
vidad del sistema y gue aunque ejercen una influencia notable sobre su-
comportamiento se supone que se mantienen con valores fijos en unas con
diciones fisioldgicas determinadas. En muchos casos se pueden conside-
rar incluidas aqui la temperatura y el pH asi como otras variables -segin
el sistema que se estudia. El sequndo grupo incluye a aquellas varia--
bles cuyo cambio de valor“tiene un significado fisiolégico; concentra-.
ciones del sustrato o sustratos inciales; de productos intermedios y de
efectores principalmente. :

Una ruta metabdlica puede ofrecer distintas posibilidades de --
control en cada una de las enzimas que la componen. En este sentido, -
hay que distinguir dos aspectos, a saber: la posibilidad de que cada -
enzima pueda ser regulada por distintas variables, por un lado, y por -
otro el efecto que los cambios de actividad de una enzima provocan en -
el flujo de la ruta. Kacser y Burns han descrito diversos Coeficientes
(de control y de elasticidad) que dan cuenta de estas caracteristicas.-
El tratamiento de estos autores se refiere siempre a sistemas en estado
estacionario y su principal interés estd en que estos coeficientes se -
pueden determinar sin contar con una funcidén explicita de la estructura
cinética del sistema.

El método empleado por estos autores para abordar el problema -
del control metabdlico es conceptual y metodoldgicamente diferente
al utilizado hasta el momento presente. Se considera el sistema como =
un todo y nos preguntamos: ¢Qué operaciones sobre el sistema nos' propor
cionarian informacién scbre el papel que desempefian sus partes?. Para -
responder a ello necesitamos hacer,no s6lo medidas sobre el sistema in-
racto sino también disponer de un sélido esquema tedrico gque nos permi-
ta interpretar esas medidas.



Todo ello quedara bien ilustrado a partlr del siguiente esque-
ma de un sistema metabdlico simple:

E E E E
A —2 X, ! > X, 2 5 .. DM

A

Consideremos el sistema ilustrado en el esguema precedente,con
sistente en una ruta metabdlica sencilla la cual empieza en un sustra
to,A, y termina en un producto, P, ambos externos al sistema, cuyas -
concentraciones permanecen constantes. Existen n enzimas en la cade-
na que catalizan reacciones monosustratos. Consideremos que estas en
zimas permanecen constantes en cantidad y no estan por lo tanto some=
tidas ni a induccidén ni a protedlisis. Para un conjunto dado de valo
res de concentracidén del sustrato, y velocidad méximas(Vyx) y constan
tes de Michaelis (Ky) de las enzimas habrd un estado estacionario - -
cuando las concentraciones de todos los intermediarios Xi permanezcan
constantes en el tiempo y la salida (output) dp/dt sea también constan
te. Esta salida del sistema es el flujo, B, a través de la ruta,sien
do el mismo que atraviesa cada paso. El flujo es una funcién de to--=
das las enzimas del sistema puesto gue si reducimos la actividad de -
una cualquiera de ellas a cero el flujo se hace igualmente cero.

A. Coeficientes de control del flujo para la enzima: Cg

Sin embargo, el efecto que una variacidén en la enzima provoca-
sobre el flujo no es el mismo en todas ellas. Podemos estimar este -
efecto imponiendo un pequeiio cambioc en una de las enzimas y expresan-
dolo como un cambio fraccional de/e, donde e es un parametro relacio-
nado con la actividad de una enzima determinada. Este cambio puede -
deberse a una variacidn en la concentracién de la enzima, o en el na-
mero de _turnover (K )y o en cualquier otra constante cinética provo
cada por algin factor externo.

Se alcanzard entonces un nuevo estado estacionario con un flu-
jo diferente y el cambio fraccional del mismo.< podra ser expre-
sado de la misma forma como 4F/F . Una compara01on de estas dos madi
das representa la eficacia del cambio impueste en la enzima,en: el. sen
tido de alterar el flujo.. La relacién dF/F/de/e en el limite para --
de ——> O es una constante para un sistema particular y se denomina-
Coeficiente de control del flujo para la enzima E; Cg. -

dr/F dln F P
- . - CE (1.1)
de/e dln e

Puesto que F = f (EA’ Eq, E9, .... Ep) cualquier coeficiente -
es la derivada parcial de la funcidén flujo respecto a una de las en21
mas.

El valor cuantitativo de estos coeficientes describe cuan sensi-
ble es el flujo a cambios en los parametros relacionados con la acti-
vidad de cada una de las enzimas. La expresién anterior puede ser ex
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presada también como:

dar e F
— - E (1.2)
de F

Expresado de esta forma Cg aparece como la pendiente de lacur
va del flujo frente al parametro e multiplicada por el factor de esca
la e/F. Puesto que generalmente F y e estaran relacionados de forma-
no lineal el valor de la pendiente cambia con el valor de e{Figurat.1).

Flujo

I 1 I 1 1 1 1 1 L 1

Actividad enzimdtica(e )

fig. 1.1.- Relacidén Flujo-enzima.-

El flujo en una ruta responde a cambios en los parametros
de una enzima dada de forma no lineal. Cambios fraccionales -
iguales de la enzima en puntos diferentes producen efectos, di-
ferentes. Esta figura corresponde a un sistema en el que F y-

¢ tienen una relacién hiperbélica.

Para el caso sencillo considerado aqui, el coeficiente puede -
tomar cualquier valor entre cero y la unidad, como se ver&d mas adelan
te (padg. 11). Una enzima cuyo coeficiente Cp tenga un valor préximo
a 1 es, evidentemente, mas "importante" para el control del flujo que
otra cuyo coeficiente sea por ejemplo 0.01. El valor particular deun
coeficiente dado dependerd entre otras cosas de la relacidén de desequi
librio, de¢ la concentracién de enzima y del nimero de _turnover que -
tenga, en relacidn con esos mismos parametros de las demas enzimasde
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I
la ruta, asi como del grado de saturacién y de la influencia de posi-
bles efectores.

Los coeficientes CE » son, por lo tanto, una medida cuantitati
va de la responsabilidad de cada enzima para el control del flujo. No
es posible seglin esto, establecer una clasificacién simple de las en-
zimas en dos clases, controladoras 'y no controladoras, sino que el --
control se distribuye entre todas las enzimas. Descripciones de las-
mismas como “pacemaker" °~ o ‘"enzimas limitantes" del flujo son errd
neas y se reemplazan por un continuo de valores entre cero y uno. N

A.1.- La propiedad de la Suma.

Una importante propiedad de los Coeficientes de control del flu
jo para la enzima Cp es la Propiedad de la suma. Dicha propiedad esta
blece que la suma de todos los coeficientes CE_ de una ruta metabdéli-

E
ca es igual a la unidad 1

zcEi =1 (1.3)

i=A, 1-2 «o o

Consideremos el caso general en el que todas las enzimas obede
cen a cinéticas michaelianas o mas complejas, incluyendo efectos de =
saturacién, feedback o activacién. La Gnica suposicién que haremos -
es que las expresiones de la velocidad de cualquier paso es una fun--
cidén de la forma

v = e f (a; Xis Keees i1, .%,..., ., C SRRRr k1, k2...Ke%

en la que aparecen implicados la concentracién del sustrato a, de los
intermediarios (Xx), cofactores (co) e inhibidores (i}; las constantes
de velocidad (k) y la constante de equilibrio Ke). Por otra parte ,
la velocidad es una funcién lineal de la concentf%cién de la enzima,o
del nimero de turnover. Esto junto con la suposicién de que estamos

en estado estacionario conduce inequivocamente a la Propiedad de la -
suma antes citada (ecuacién 1.3).

Si tenemos a la ruta metabélica (Fig.1.1, pag.9o ) en-estado -
estacionario y hacemos un cambio simulténeo en el parametro e de todas
las enzimas por el mismo factor & , de forma gue no se altere la con-
centracidén de productos intermedios, el flujo habra cambiado por el -
mismo factor y podremos escribir:

dr de de
1 2 cerennns
F e1 e.2
y también:
dF .de + oF de, + .c....
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lo cual expresa que el cambio total en el flujo es la suma de las dis-
tintas contribuciones parciales.

. Dividiendo por F la expresidn anterior.

dar QF ey deA +3F & de,

=} - - - . + e oo e
e e -
F N F A 'be1 F e

Sustituyendo el valor de Cg~ de la expresién (1.2)(pag. 10 ) y-
el factor de modificacién o del sistema & = de/e resulta:

F F
d\-=CE -yt CE1'U‘+"'”
A

con lo que se obtiene

n

F
E CEi = 1
i=A9 1)2 [P

Esta propiedad se demuestra igualmente para sistemas mas comple-
jos con enzimas que catalizan la extraccién de productos intermedios -
de la ruta. En este caso dichas enzimas tendran Coeficientes de con-
trol del flujo_negativos. Fuera de estos casos, lo normal es que los-
coeficientes Cp tengan valores entre 0y 1.

Lo interesante de esta propiedad es que la determinacidén de un-
coeficiente cg nos da una informacién global sobre la regulacién del -
sistema,; es posible que en una ruta metabdlica, la mayor parte de los
coeficientes tengan valores muy bajos y que sbélo hayan dos o tres con-
valores significativos. En principio, es de esperar que las enzimas -
que estén en gran cantidad tengan coeficientes muy bajos, si no igual-
a cero; pero asimismo, también puede ser raro el caso de que un coefi-
ciente tenga un valor 1y todos los restantes cero, por lo que no tie-
ne sentido hablar de un paso limitante en una ruta.

A.2.- Otros Coeficientes de control.

Lo mismo que se ha definido el Coeficiente de control del flujo
para la enzima se pueden definir otros Coeficientes de control del flu
jo para otros efectores. Asi, si un efector Q afecta a la actividad -
de una enzimaJCg representa el Coeficiente de control del flujo para-
dicho efector.

dgq F

C

F ———
Q

Este coeficiente es el inicialmente denominado Coeficiente de -
Respuesta ,R.

. . . . X4
Existen ademds otra serie de coeficientes de ccntrol. CEg, que-
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conforman la dencminada matriz de elementos de control por Heinrich y Ra
poport (1974) pichos coeficientes se definen como: :

dxj dei dj:ﬂ.h xj X
X e > alne. g3
j i M S5 i

Estos coeficientes miden el efecto de las enzimas sobre otra va
riable sistémica : la concentracién de los metabolitos. En una ruta-
metabdlica las enzimas que preceden a un intermediario X. tendran coe-
ficientes Cp J positivos(un incremento en la concentracidn de la enzi-
ma Ei, provoca un aumento de la concentracién de X. mientras que las --
postériores en la secuencia tendran valores negati os de este coeficien
te. Los valores positivos Yy negativos de estos coeficientes .se anulan-
mutuamente demostrandose facilmente(Heinrich y Rapoport,1975), que:

i =A,1.'. 1

Esta Propiedad es general, y como es obv1o, no estd limitada a
rutas metabdlicas lineales.

B.~ Coeficientes de elasticidad.

Otros coeficientes descritos por Kacéer y Burns son los denomi
nados Coeficientes de elasticidad. Estos se refieren a cada paso de -
reaccién de una ruta metabélica y no al sistema completo, con respecto
a un sustrato o efector determinado. En el sistema metabdlico mostra-
do anteriormente el Coeficiente de elasticidad del paso de reaccién ca
talizado por la enzima E para un sustrato de la misma X viene definido

por

V. dv X
1 = . -
Ex‘ I ,” (1.4)

Para un efector Q de la misma enzima:

M =—% ~L— (.5
Q
Estos coeficientes describen el cambio infinitesimal en la velo
cidad v ("aislada"del sistema ) como consecuencia de un cambio infini—
tesimal en la concentracién del sustrato X o del efector Q. El1 valor-
de este coeficiente es, pues, una propiedad local y no una propledad -
sistémica como lo son los coeficientes de control. El valor dedi o-
fv depende de las concentraciones de todos los deméds productos’ in--
ter%edios y efectores que puedan influir sobre v.

Un comentario aparte merece el coeficiente de elasticidad de --
una enzima para su sustrato, el cual légicamente serd un intermediario
(o sustrato)de la ruta. En este caso, al ser la concentracidén de los-—
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intermediarios en un estado estacionario dado una variable dependiernte
el valor de la elasticidad para el sustrato de una enzima dependeréa de
todos los parametros del sistema. Estas elasticidades son por lo tan-
to efectos antes gue causas y es incorrecto preguntarse si un efecto -
como es la concentracién de un intermediario dado controla otro efecto
(el flujo) cuando la realidad es que uno y otro son mutuamente interde
pendientes. El valor del Coeficiente de elasticidad depende del valor
de v y del grado desaturacidn, siendo mayor cuanto menos saturada esté
la enzima y cero cuando estd totalmente saturada (Fig.1.2)

(@) ’ P - ()
&Y =0

O<Ey<t

g E: >1 -
> , | . N

Concentracion det sustrato X . . Concentracion del sustrato X

Fig. 1.2.- Variacién del Coeficiente de elasticidad E;’( de una

enzima con la concentracidén del sustrato X.

a) Cuando la enzima tiene cinética hiperbélica el Coefi--
ciente de elasticidad-oscila entre 0 (enzima totalmente satura

da) v 1 (enzima a baja saturacidn).

b) Si la enzima tiene una cinética como la mostrada, el -

.. v .- . .
Coeficiente EX podra tomar valores superiores a la unidad.

B.1.- La Propiedad Comectiva.

De acuerdo con las definiciones del Coeficiente de control del-
flujo para la enzima C y-del Coeficiente de elasticidad E’X se puede

des&icir una relacién cuantitativa entre ambos para las enzimas de una
ruta y su intermediario comin. " En la ruta metabdlica:

E1 E
> > > X

> >

podemos hacer cambios en los parametros de las enzimas E y E,, uno po-
sitivo y otro negativo de forma que se anulen mutuamente sus efectos.El
flujo de la ruta no se habra alterado pero el valor de x habra cambiado

A



15

-siendo di/x C# 0.

Puesto que para cada enzima se cumple:

av de

v e

de v N
tendremos para E1. 1 +EEX1 . dx = 0 (1.6)

e,I X i
. de \'
para E2 : _e—Z +EX2 . d+ = 0 (1.7)
2

como la modificacidén del sistema no ha‘ variado el flujo, podemos escri
bir: -

dr -0 = CF . de1 CF . de2
E + E _ (1.8)
F 1 e1 2 e2

Sustituyendo (1.6) y (1.7) en (1.8)

dF F v dx F v dx
=0=cC_, g1 . + C €42 -
F E1 X < ‘EZ X
y (cg €T+ Cg .E"z) L& o
1 X 2 TX S0x B
como en las condiciones impuestas #£0
cr - €1 + c.g%2 = o

1 X 2 X

La generalizacidén de la propiedad correctiva establece que:
F v .
Sy =0 (1.9)

para todas aquellas enzimas que se unan con X como sustrato, producto o
efector. Esta es la segunda propiedad en importancia de los sistemas -
enzimdticos y aplicable también a rutas ramificadas. Es de gran utili-
dad practica ya que puede usarse para determinar unos coeficientes a --
partir de otros conocidos. Revela las bases tedricas que conectan las-
medidas hechas sobre partes del sistema con su papel en el control del-
sistéma.

Como ya se ha dicho mas arriba, el valor del Coeficiente de elas
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ticidad para el sustrato de una enzima depende de su grado de saturacion.
Si se desarrolla una ruta metabdlica en estado estacionario con una de-
terminada concentracidén de sustrato inicial A, no saturante y se pertur
ba el sistema aumentando la concentracién de A, se obtendra un nuevo es
tado estacionario con mayor flujo que antes y con mayor concentracién -
de productos intermedios X.. Por consiguiente, los coeficientes deelas
ticidad de cada enzima para sus ligandos habranvariado y también lo ha—
bran hecho sus coeficientes de control para la enzima.

C.- La distribucidén de la respuesta.

La respuesta neta_de un sistema a una perturbacidn depgnde del -
Coeficiente de control C., y del Coeficiente de elasticidad g€ ,. Demos-
traremos que la relacién viene dada por la expresidn siguientg:

F F v
C = C R -
o E £ (1.10)

Supongamos gue hacemos un cambio diferencial en g,el cual afecta
al parametro e de una enzima dada E, y simulténeamente provocamos un --
canbio opuesto en el valor de ese parametro e, de tal forma que se anu-
len ambos efectos.

En estas circunstancias ni la concentracidn de los intermediarios
ni el flujo habréan cambiado, haciéndolo dnicamente la concentracién de-
Q0 y el valor de e. Estas operaciones pueden ser contempladas a la luz-
de la teoria de dos maneras. Primero consideraremos la situacidén local
de la enzima. EL hecho de que la suma de los efectos de Q y e sobre la
velocidad es nulo, puede expresarse de la siguiente forma:

av =£‘é o899 .98 _ o5 (an

v q e
Por otra parte, considerando el fendémeno desde el punto de vista
sistémico, podemos escribir el mismo hecho de esta otra forma:

c-da cg de _ o (1.12)

F q e

Dividiendo ambas exXpresiones por de/e, obtenemos finalmente:

F F v
CQ = CE . &Q A(1.10)

Esta situacién muestra que estudios realizados in vitro, pueden-
llevar a errores de rpqxﬁbcﬁm'sobre ljos efectos en la situacién in vivo
si no se_conocen los C., . E1l Coeficiente de control del flujo para la-
‘enzima C. es una propiedad sistemica .‘independiente de si un efectarac
tGa sobré una enzima o no y de la intensidad de dicha interaccidn. Las-
elasticidades son propiedades locales de la enzima en un medio e inde--
pendientes de qué cambios se puedan producir en el resto del sistema.
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1.3.~ Epilogo.

La regulacidn del metabolismo, como hemos intentando mostrar al-
principio de esta.Introduccidén, requiere un enfoque global y cuantitati
vo. La Teoria del Control de Flujos resumida aqui nos proporciona un-
esquema tedrico para la interpretacién de los datos experimentales asi-
como protocolos para la determinacién de los mismos. Una.consecuencia-
de la aplicacién de esta teoria es que términos como enzimas "pacemaker
(o similares) tienen ahora poco significado(excepto en circunstancias -
extremas) y deben ser reemplazados por un valor, el Coeficiente de con-
trol del flujo para la enzima C_, . El empleo de estos métodos y del --
tratamiento tedrico anterior permitira” la cuantificacidn del control -
de las rutas metabdlicas haciéndolo menos esotérico y mas accesible a -
los bioguimicos en general.

En la Biologia actual y especialmente en la Bioquimica existe --
una gran corriente de interés y admiracién por los éxitos alcanzados en
la determiancién de la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos y -
de nucledétidos de los &cidos nucléicos. Sin embargo estos hechos, an-
tes de cuestionar afianzan nuestra conviccién de que el conocimiento de
los aspectos energéticos y cinéticos de las rutas metabbdlicas es de im-
portancia fundamental. Cuando se haya introducido el dltimo amino&cido
y el Gltimo nucledtido de la secuencia en la memoria de la computadora~
estaremos entonces mucho mas informados que ahora. Dispondremos de una
inmensa libreria al lado del mapa metabdlico, pero los datos, solos o -
junto a los mapas, no nos diran cbmo funciona la--célula viva.
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2.- PLAN DE TRABAJO

La Teoria del Control de Flujos, desarrollada por Kacser y Burns
considera, tal como se ha expuesto, el estudio del control de una ruta
metabdlica considerada en su conjunto, con objeto de determinar los --
efectos reguladores de cada enzima sobre el flujo total. Aunqgue los -
estudios sobre regulacidén metabélica deban hacerse in vivo para obtener
conclusiones fisioldgicas, los sistemas in vitro pueden, no ocbstante,-
ser usados para explorar ciertos aspectos de la Teoria del Control de-
Flujos. De acuerdo con los razonamientos expuesto hasta aqui y conlos
resultados previamente obtenidos en nuestro laboratorio se establecid-
el siguiente plan de trabajo, dividido en tres Partes:

PARTE T :

A) Desarrollo tedrico del modelo matematico que para un81s
tema metabdlico lineal han presentado Kacser y Burns ex
tendiéndolo -a situaciones de saturacién significativas de
todas las enzimas.

B) Disefio de un método para la determinacién experimental-
de los Coeficientes de control del flujo para la enzima-
en sistemas experimentales in vitro.

C) Puesta a punto de un sistema experimental in vitro que-
permita examinar la aplicabilidad al mismo del modelo -
tedrico y del método de determinacién de los Coeficien-

. tes de control citados.

PARTE II :

A) Aplicacién del método para la determinacién de los Coe-
ficientes de control del Flujo para la enzima a siste—-
mas metabdlicos-de estructura topoldgica no lineal (rutas
convergentes en un punto) in vitro.

PARTE III :

A) Profundizacién en la analogia entre la cinética de las-
enzimas aisladas y la cinética de rutas metabdlicas me
diante un desarrollo tedérico que permita definir el pa-
rametro andlogo a la constante de Michaelis para una ru
ta metabdlica para un sustrato dado @_, y estudiar la -
relacidén de éste con otros parametros particulares yglo
bales del sistema.

B) Enunciar una nueva definicién de enzima auxiliar a la -
luz de la Teoria del control de Flujos.
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3.- PARTE I.- fEstudio del Control de flujos en un Sistema experimen--—

tal in vitro.Coeficiente de contrsl -de flujo para la en’
zima. -

3.1.- TEORIA

3.1.1. Saturacién enzimatica de un sistema metabdlico en esta-=
do estacionario.

En un sistema metabdlico en estado estacionario como el conside
rado anteriormente(Introduccién, pPadg. 9), la ecuacién de velocidad de
cada paso (Xi > Xi+1) viene dada (Alberty,1959) por:

-

5 X

i ( _ i+1 )
K, X K i
v i eq
1 = X X (3.1)
.1 ~ i+1
T K,
i i+1
donde V., , K. y K, son las V y las.constantes de Michaelis, para-

sustrato y p%oduc%g1respecivamen e, y K es la constante de equilibrio-
Para el caso en que la enzima Ei no tengd una saturacién apreciable por
sustrato y productos(x./K. =0y % _/ K. = 0)la ecuacidén (3.1)adop

i"71 i+1 1+1 -
ta la forma:

v, X ;

v, = . (x - 11’ ) (3.2)
K. K
i eqg

Haciendo uso de esta .ecuacién para cada uno de los pasos de la -
ruta metab&lica, junto con el hecho de que en un sistema en estado es-
tacionario, todas las velocidades v. deben ser iguales al flujo a tra-
vés del sistema, Kacser y Burns (19%3,1981) obtuvieron una serie de --
ecuaciones diferenciadas lineales en x. cuya solucidn da una expresidn
explicita para el flujo(Ecuaciones(A.5F y (A.6) en el Apéndice A.)

Consideraremos ahora un sistema en el cual la primera enzima E
tiene una saturacién significativa por su sustrato estando el resto dg
las enzimas a baja saturacién por sus sustrato y/o productos. Entonces
la ecuacién de velocidad para el primer paso es:

p
)
: K>
A = q

(a -




donde
= 1 + a X
CA — + K1
A 1

es una constante a partir del momento en el que se alcanza el estado -
estacionario. Las ecuaciones de velocidad para los otros pasos seran-
de la forma:

Operando con el conjunto de ecuaciones diferenciales de forma -
andloga a como se hizo anteriormente(véase apéndice A) se obtiene la -~
siguiente expresién para el flujo, equivalente a la ecuacién (A.4) (pag
108) .

) (3.3)
s - —P__
K A,n
F= K.C K = K
AA + 1 + +
A V,K_A N W
n eq

Esta ecuacidn tiene un caradcter algo mas general que la (A.4)ya
que describe tanto las situaciones de baja saturacién (C, préximo a 1)
como aquellas otras en las que hay una saturacidn significativa,C > 1
Para cualquier valor de a, sin embargo, la magnitud del primer término
queda fijada.

Si consideramos Unicamente la actividad de la primera enzima g
(con saturacién significativa) como variante podemos agrupar todo lo -
gue es constante en el denominador de (3.3) en CK,(Los parametros g, -
se definen en el apéndice A).

C 1 1
K = e T
94 9 9

La ecuacién (3.3) puede ser escrita entonces:

F = S (3.4)
CA + CK
gA‘
donde
_ . __pP
co = 8 A,n



(3.4) podra expresarse también como

F= C1° 9 (3.5)
*
C2 + gA
— *
donde C1 = CO/CK y C2 = CA/CK

- La expresidén del parametro C, en este sistema es la misma que -
la descrita por Kacser y Burns para un sistema sin saturacién aprecia-
ble. Su significado fisico es por lo tanto el mismo. C%* por su parte-
tiene una expresién diferente a la que le dan Kacser y %urns, pero su-
significado fisico sigue siendo el mismo.

Si en lugar de la primera consideramos como variable la activi-
dad de una cualquiera de las demas del sistema, el mismo tratamiento-
nos da una expresién analoga.

C.-g.
e (3.6)
279

con la Gnica diferencia de que ahora:

c 1 1 1 1
c -2 4+ foue + + oot
9a 94 i1 95 9

Este tratamiento se podré&, pues, generalizar al caso en el que-
todas las enzimas tengan una ~ saturacién significativa por sus sutra-
tos y/o productos. Sus ecuaciones de velocidad serén de la forma:

i Xi41
K, 1T R 5 ) X, . ¥
v, i eql . C. = 14+ i + %41
1= ! * K K
C i 1+1

En la expresién (3.3) aparece un término del tipo C, para cada-
una de ellas

a - —P
K A,n
F o= =9
KACA . K1C1 IK2C2 . K cn
v VKA VKA1 °° °° V.K A,n-1
A 1" eq 2 eq n eq
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Las expresiones de F deducidas a partir de aqui tienen la misma
forma que las obtenidas anteriormente (3 .5) y (3.6)  lo mismo que -
las formulaciones de C1 y C2 (véase apéndice A)

g.
F = —c1——l— (3.7)
2 94
donde c
ci o= c/c cr= i
CK
Cc! CA C1 i-1 C1+1 Cn
K = + +oeo .ot + +.0at
9 9 931 9541 - 9
_ P
Co = a4 K A,n
eq

En general, pues, en un sistema enzimdtico lineal con sus enzi-
mas saturadas significativamente segin el valor indicado por los para-
metros C.; el flujo, expresado en funcidn de la actividad enzimatica -
de una dé ellas (permaneciendo el resto constante) queda descritc por-
la ecuacién (3.7); ecuacién gque tiene la misma forma que la descrita -
por Kacser y Burns para un sistema sin saturacién significativa. La -
diferencia estriba en que la nueva formulacién tiene un caracter mas -
general, siendo la situacidn descrita por Kacser y Burns un caso parti
cular de la misma: Ci = 1. N

3.1.2.— Determinacién de los Coeficientes del control del flu-
jo para la enzima.

Los coeficientes de control del flujo definidos por la expresién:

pueden ser determinados a partir de los datos experimentales de flujos
frente a valores de 9 de la siguiente manera:

Al hacer la derivada parcial de la ecuacidn (3.7) con respecto a
gy obténemos(para el desarrollo que sigue véase el apéndice B):

dF €%

= ) Z
? 95 (c2 + gi)

. . 2 s sz F
sustituyendo esta expresién en la definicidén de CEi tenemos:
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F c! c! g.
‘6, = 12 ; L (3.8)
(Cé + g) F
Por otra parte, podemos obtener el valor de Cé de la ecuacién-
(3.7). ' gi(C1' -
cy =
-F
el cual podemos sustituir en la ecuacién (3.8) lo gue nos da:
F € - F
Cp = ‘ (3.9)
i C!

1
. C! es un parédmetro del sistema cuyo significado fisico es el -
flujo maximo que atraviesa la cadena enzimitica cuando la actividad de
Ei tiende a infinito; es decir, representa el flujo que recorre el sis
tema después de la adicidén de suficiente cantidad de enzima E, de tal-
manera que adiciones posteriores de Ei no alterna el valor del flujoj;o,
dicho de otra manera,

(o

Flujo

1 I F L ' L 1

Gi

Fig. 3.1.- Flujo de una ruta metabélica frente a los valores- .

del parametro g;-

La representacién del flujo de una ruta metabdlica frente
a los.valores del parametro 9 de una enzima individual mues--
tra una relacién hipefbélica de acuerdo con la ecuacién (3.7).
C{ €5 un parametro del sistema que describe el flujo m?ximo -
conseguido después de una adicién grande de Ei al sistema (in-

cremento del valor de g inicial).
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Este valor se puede determinar en un sistema in vitro obtenido
a partir de un extracto de tejido, afiadiendo suficiente cantidad de en
zima. Efectivamente, si el sistema se titula con varias cantidades de
una enzima particular E., debe obtenerse experimentalmente una curva -
como la mostrada en la %1gura 3.1, de acuerdo con la teoria.

Flujo

Fig. 3.2.- Representacidn de F frente a F/gi.

Los valores de flujos y F/gi tienen una relacién lineal,
la cual corresponde a la representacién grafica de la ecua- -
cién (3.10). Los datos paré esta representacidén pueden obte-
nerse en un sistema in vitro por titulacidén con cada una de -

1 2
mente de estas gréfiéas,‘permitiendo determinar los cOeficieE

las enzimas Ei' Los parametros C! y C) se calculan directa--

tes de control del flujo para la enzima.
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Anora podemos escribir la siguiente ecuacién obtenida a bartir
de(3.7).

F

+ C! (3.10)
9, 1
Esta ecuaciodn es la de una recta, gue se obtiene de la repre-
sentacidén de F frente a F/gi (Fig.3.2), donde el valor de C! puede cal
cularse de la interseccidn con la ordenada. Llegados aqui, es conve--
niente destacar el relativo caracter tebrico del valor de C! obtenido-

por extrapolacién de la serie de datos experimentales de titulacidén —-
con la enzima.

Debe tenerse en cuenta que los diferentes valores de g. serefie
ren a la actividad enzimatica total de la enzima E. presente en el sis
tema; dicha actividad comprende la del extracto mas la afiadida en el =
proceso de titulacidén. Esto hace necesario el ensayo previo de la ac-
tividad enzimatica en el extracto. Ademés, el sistema podra titularse
con una enzima proviniente de cualquier fuente biolégica, siempre que-
se representen los valores de g, en la grafica. Puesto que la Keg. es
una constante especifica de la Feaccién, puede reemplazarse g; por --
Vmax/ Km

Es importante destacar que en este proceso de titulacidn con en
zima, se estd suponiendo que el grado de saturacién de las enzimas Ci:
permanece constante. Esto constituye una limitacién del modeloftaungie
no del procedimiento) puesto que en general al variar g. varian los ni
veles de los intermediarios y por lo tanto los valores de C. en cada -
estado estacionario. No obstante en la medida en que estas variacio--

nes sean menores de un estado estacionario a otro,mejor sera la aproxi
macién del modelo a la situacién real.

Los Coeficientes de control del Flujo pueden por lo tanto ser -
calculados haciendo uso de la ecuacién (3.9) empleando el valor de F -
antes de la adicién de cualquier enzima (flujo basal del sistema)y de
C; » una vez verificada la relacién hiperbélica entre el flujo y la ac
tividad enzimatica. ' -

C) es otro interesante parametro del sistema que se puede obte-
ner a partir de la pendiente (o de la interseccidén con el eje de abci-
sas) en la Fig. 3.2. Su significado fisico es el valor de g. que da -
un flujo semiméximo en el sistema. De las ecuaciones (1.1) V¥ (3.7) se
obtiene la siguiente expresién que permite también el calculo de los -
Coeficientes de control del flujo haciendo uso de los valores de Cé y-

g; -
C'
cg e 2 (3.11)
1 C2 +.gi

De hecho con cualquiera de las ecuaciones (3.7) & (3.11) pueden
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calcularse los Coeficientes de control del flujo, puesto que son equi-
valentes entre si.

Finalmente es de gran importancia destacar dos aspectos de este
procedimiento de determinacidn de los Coeficientes de control del flu-
jo. El primero se refiere a la prediccidén que nuestro modelo genera-
lizado desarrollado en el apartado anterior nos permite hacer sobre la
evolucién del valor del Coeficiente de control del flujo de la enzima-
Ei’ cuando se aumenta la concentracién del sustrato de la ruta. Como-
ya sabemos:

' -
oo C1i i
E, B
- '
.C1.
i
donde:
C = CO/CK
siendo:
p “a Cic1 Cis ¢
Co = a - o ; CK' = ST + +..+
K ’ 9a 931 i+l n

y F es el flujo basal.

Al hacer mayor a, concentracidén del sustrato de la ruta, CO au-
menta; pero también lo hara C,' , puesto que aumentan los niveles de -
los intermediarios. EL nuevo valor de C! podrad ser mayor, igual o me-
nor que el original segln sea la magnitud de los incrementos de CO y Ck
F por su parte aumenta a medida que aumenta a .

De todo esto se deduce que el nuevo valor del coeficiente CF po
dra ser mayor, igual o menor que el anterior, reflejandose asi la im-=
portancia relativa de las interacciones del sustrato e intermediarios-
de la ruta con las enzimas que la componen.

El segundo aspecto, y sin duda el mas trascengental se refiere-
a la generalidad del procedimiento para determinar CE_. Hasta aqui,pa
ra llegar a la expresidn: *

F 1. - F
C = 1
Ey
Cl
1.
i
nos hemos basado en un modelo enzimatico lineal, con las enzimas-

actuando con un cierto grado de saturacidn Ci. Ahora bien, es eviden-
te que cualgquera que sea la estructura del sistema enzim&tico, si la -
variacién del flujo que lo atraviesa guarda una relacidn hiperbdlica -
del tipo de la ecuacién (3.7), con la actjvidad de una enzima dada g,-
del mismo, la deduccidén de la expresién C_ . seguird siendo valida y --
aplicable. Por lo tanto, aln cuando la estructura no sea lineal y no-



27

se cuente con una expresidén explicita del flujo (como por ejemplo la -
funcidén explicita del flujo dada en (3.3)),bastarad con comprobar expe-
rimentalmente que la relacién entre F y 9; obedece a una ecuacién del-
tipo:

Cr+ 9

para estar en condiciones de determinar el Coeficiente de control del-
flujo para la enzima. De este cardcter general haremos uso mas adelan
te, permitiéndonos llegar a interesantes conclusiones sobre la regula-
cidén de sistemas metabdlicos complejos.

3.2. SISTEMA EXPERIMENTAL

El sistema experimental que hemos usado en esta investigacién, -
consiste en un extracto soluble de higado de rata, con glucosa, ATP y
NADH como sustratos. Dicho extracto convierte glucosa en glicerolfos-
fato por medio de la ruta glicolitica, registrandose el flujo como des
censo de la concentracidén de NADH por la reaccién de la glicerolfosfa-
todeshidrogenasa.

Las razones que nos llevaron a elegir este sistema experimental
fueron de varios tipos. Por un lado, experimentos previos en nuestro-
Departamento sobre glicdlisis in vitro (Meléndez, et al 1984) mostraron
la existencia de un importante flujo hacia glicerolfosfato en los ex-
tractos de higado de rata, recayendo la mayor parte del control de di-
cho flujo sobre la glucoquinasa y la fosfofructoquinasa. Asi pues, la“
produccidén de glicerolfosfato en extractos de higado de rata se mostrd
en principio, como un sistema Gtil para el estudio de la distribucién-
del control del flujo. Por otro lado, la evidente flexibilidad metabd
lica que muestra el higado, responsable del metabolismo central del or
ganismo, y capaz de adaptar su funcionamiento y regulacién a muy varia
das situaciones fisiolégicas, tales como la digestién, ayuno, diabetes
© regeneracién nos sefialaban a este érgano como el idéneoc para investi
gar en él las posibles diferencias en la distribucién de los Coeficien
tes de control del flujo para la enzima , de una a otra de esas situa-
ciones metabdlicas, lo cual estd en la linea de otros objetivos de in-
vestigacién de nuestro Departamento.

Ademéds, el sistema muestra, por su naturaleza y composicidn,ser
lo suficientemente complejo como para permitir examinar la teoria y su
aplicabilidad en situaciones distintas de las triviales, sin que por -
otra parte la complejidad del mismo nos impida realizar este objetivo.
Finalmente, lo frecuentemente que sistemas de esta clase se presentan-
en la investigacidén bioquimica y la accesibilidad de los mismos,conce-
dia una mayor potencialidad a las conclusiones generales a las que nos
pudiera conducir el trabajo que nos ocupa.

A partir de aqui fue preciso dejar bien establecido dos aspec--
tos fundamentales de nuestro sistema experimental. A saber: La delimi
tacidén de la ruta metabdlica y la adecuacién del sistema experimental-
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al modelo tedrico que fue desarrollado previamente en el apartado 3.1.1.
3.2.1.- Delimitacidn de la ruta metabélica.

Nuestro modelo tedrico requiere una ruta metabdlica lineal. Pa
ra conseguir esto,en nuestro extracto se afiadieron lasg enzimas aldola-
sa, triosafosfatoisomerasa y glicerolfosfatodeshidrogenasa en grandes
cantidades con lo cual se consiguieron dos cosas. Por una parte, al -
afiadir un exceso de estas enzimas, sus Coeficientes de control del flu
jo se hicieron virtualmente cero. Las otras enzimas, presentes Gnica-
mente en las concentracioens del extracto de higado, glucoguinasa, fos
foglucoisomerasa y fosfofructoquinasa, deberédn pues, dar cuenta del --
control total de la ruta metabdlica y por lo tanto, sus Coeficientes -
de control del flujo deberan sumar la unidad. Por otra parte, la ace-
leracién de estos tres ultimos pasos permite obtener una ruta lineal -
que va desde glucosa a glicerol-3-fosfato evitando el drenaje de glice
raldehido-3-fosfato hacia L-lactato o hacia el ciclo de las pentosas 5
lo cual generaria Coeficientes de control del flujo negativos.

El sistema asi definido,contiene ademéds de las enzimas fosfori-
lantes glucoquinasa y fosfofructoquinasa, las correspondientes desfofo
rilantes glucosa-6-fosfatasa y fructosa-1,6-bifosfatasa, las cuales es
tén implicadas directamente en la ruta metabdlica en estudio. Dichas-
enzimas afectan al flujo que atraviesa el sistema en cada momento e in
fluyen por lo tanto en el valor de los parémetros C!, Cl, flujo inicial
y otros. Esta influencia quedarad reflejada en el valor que tome el Coe

ficiente de control del flujo en cada caso.
3.2.2.- Adecuacién del sistema experimental al modelo tedrico.

La verificacién de dicha adecuacién requiere examinar los siguien
tes aspectos:

A.- Establecimiento del estado estacionario.

B.- Cinética de las enzimas individuales en el sistema.

A.- Establecimiento del estado estacionario.-

La concentracién de glucosa empleada en todos los experimentos-
fue de 5 mM y el flujo que se obtiene en cada caso no da cuenta de un-
descenso significativo en esa concentracién durante el tiempo del ensa
yo . La caida en la concentracién de NADH, que indica el flujo de la=

ruta fue constante en todos los experimentos aunque obviamente con va-
lores diferentes para experimentos diferentes.

Interesa ademds que el estado estacionario sea suficientemente-
duradero en cada experimento. De hecho, el sistema tal como se ha des
crito hasta aqui muestra un tiempo de transicién excesivamente grande.
Este dilatado tiempo de transicién se debe posiblemente a la sintesis-—
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de fructosa-2,6-bifosfato, potente activador de la fosfofructoquinasa,
en nuestro sistema in vitro; sintesis que ha sido demostrado que se —-
produce en condiciones similares a las de nuestro sistema(Hers.y Van -
Schaftingen, 1982). Fue preciso reducir el tiempo de transicién afia—-
diendo dicho efector a la mezcla de incubacidén. Se obtuvieron entonces
estados estacionarios mas largos y con el mismo valor de flujo que el
obtenido sin afiadir este Ultimo efector después del tiempo de transi--
cién. '

Con la concentracién de glucosa usada, 5 mM, el porcentaje de -
saturacién de la glucoquinasa es de un 33%. La concentracién de ATP —
se tampond con creatinafosfato y creatinaquinasa. Este procedimiento,
ademas de lograr una concentracién constante de ATP frente al consumo-
de dicho metabolito durante el tiempo en el que el sistema actuaba,anu
laba cualquier influencia que sobre el flujo del sistema pudieran tener
las ATPasas presentes en el extracto. '

El glicerol-3-fosfato producido se valord comprobindose la no ~
significativa acumulacién del mismo, manteniéndose su concentracidn —-
por debajo del valor 0.1 mM. La concentracién de glucégeno en los en-
sayos era del orden de 3:4 mM(expresada en unidades de glicosilo). La
transformacidn del glucdgeno en glucosa-6-fosfato tendra posiblemente-
influencia en el establecimiento de cada estado estacionario particular
y formarad parte de este modo del "medium" o ambiente molecular en el -
que el sistema desarrolla su actividad. Tenemos,pues, valores constan
tes de flujo en cada experimento junto con concentraciones constantes—
también de sustratos y productos finales. Estos dos hechos nos garan-
tizan suficientemente el establecimiento de estados estacionarios en -
nuestros experimentos.

B.- Cinética de las enzimas individuales.

Al mantener constantes las concentraciones de los sustratos de-
la ruta se consigue, ademds, que la cinética de las enzimas que catali
zan la transformacién de dos sustratos (como es el caso de la glucoqui
nasa y de la fosfofructoquinasa) se simplifiquen a cinéticas monosus——
tratos: Glucosa y F6P.

La cinética de Michaelis-Menten de las tres enzimas entre quie-
nes se distribuye el control del flujo del sistema se comprobd en las-
mismas condiciones en las que el sistema se desarrolla. Sus activida-
des fueron determinadas de la misma forma,asi como los valores de sus-
constantes de Michaelis, siendo en todos los casos semejantes a losdes -
critos en la literatura en condiciones similares. Por otra parte, las
actividades enzimiticas se valoraron al principio y al final de los ex
perimentos de titulacién, comprobandose que las enzimas no sufrian --
pérdidas significativas en su actividad durante el tiempo que duraban-
los ensayos. Esto significa, por lo tanto, que los procesos proteoli~
ticos son irrelevantes en nuestras condiciones. Al aplicar el método-
experimental es preciso ensayar las enzimas comerciales empleadas en -
los experimentos de titulacién en las mismas condiciones en las que se
encuentra el sistema; asi como verificar su cinética de Michaelis-Men-
ten en esas mismas condiciones. Esto se hace con objeto de calcular y
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situar correctamente en las graficas los datos de actividad. En nues-
tro caso, los resultados de esos ensayos fueron los mismos que los in-
dicados por el fabricante y sus KM fueron las mismas que las descritas
en la literatura.

En resumen, el conjunto de estas consideraciones y el rango de-
los valores de concentracidén de sustratos y productos,asi como el de -
los niveles de actividad enzimatica y K, sitdan, en principio, a nues-
tro sistema experimental dentro del modelo tedrico descrito anterior--
mente (apartado 3.1.1) haciendo posible el estudio de la aplicabilidad
de dicha teoria al mismo.

3.3.- MATERIALES Y METODOS

3.3.1.~ Material bioldgico.

Ratas hembras (Ratas ndrwegicus), de raza Wistar, albinas, sumi
nistradas por Pan Lab, Barcelona (Espafia). Se mantuvieron en jaulas -
de plastico transparente, con iluminacidn homogénea, en grupos de tres
a cuatro por .jaula.Fueron criadas sometidas a periodos de luz desdelas 9a -
21 horas y alimentadas con una dieta estandar de laboratorio (65% de -
carbohidratos, 11% grasas, 24% proteinas), con libre acceso a agua y -
comida. Se les mantuvo en una habitacién cuya temperatura se ajustd a
20-220C. Se emplearon animales que tenian entre 80 y 100 dias, con un
peso entre 180 y 220 gramos.

3.3.2.- Métodos.

3.3.2.1.- Obtencién y preparacién de las muestras.

Los higados se obtuvieron de las ratas una vez anestesiadas con
&ter etilico. Les fué extraido répidamente, siendo lavados a continua
cidén en cloruro sédico 0.85% frio(0-49C). Se secaron en papel de fil=
tro peséndose después en un granatario. Una vez pesados fueron homoge
neizados en la relacién 1/3 (p/V), en tampdn FHepes 50 mM, pH 7.4, que-
contenia ademds 10 mM de ortofosfato sédico, 100 mM de cloruro potési-
coy 10 mM de cloruro de magnesio. El tampén contenia también 1 g/ml
de inhibidor de tripsina, de sulfato de estreptomicina y de penincili-
na sédica. La homogeneizacién se llevd a cabo en un Potter-Elvejeim -
con émbolo de tefldn, no superdndose las 3000 r.p.m. del homogeneizador
y manteniendo el potter, mientras durd la homogeneizacidén (menos de 1
min.) en un bafio de hielo. Los homogeneizados se centrifugaron dos -
veces a 27.000 g durante 20 y 10 minutos respectivamente en tubos de -
polietileno. La centrifugacidn se realizé a 0-49C. Los sobrenadantes
fueron usados inmediatamente en los experimentos cinéticos.

Paralalelamente se realizaron las mismas operaciones con un ho-
mogeneizado idéntico, preparado en tampén 0.1 M de ortofosfato en lugar
de hepes, con objeto de destinarlo a las valoraciones de proteinas ya-
que ha sido probado (Cooper, T.G, 1977)que el hepes no puede ser usado
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cuando se quieren valorar las proteinas por el método de Lowry ya que-
producen blancos extraordinariamente altos que dificultan las medidas-
de absorbancia. '

3.3.2.2.~ Determinacién de las concentraciones de ATP y produc-
to final en el estado estacionario.

Si una sustancia participa como sustrato en una reaccidn catali
zada enzimdticamente podra ser determinada cuantitativamente utilizan—
do las enzimas como reactivos especificos y las propiedades fisicoqui-
micaas del sustrato o productos de la reaccidn para su cuantificacién.

Si la transformacién del sustrato es completa, el andlisis enzi
maticoc es sencillo y la concentracién puede ser facilmente calculada -
con ayuda de las constantes fisicoquimicas conocidas del producto -
(por ejemplo, los coeficientes de extincién en el caso de sustancias -
que absorben luz).

B. Determinacidn de ATP.

A.1. Principio.

Basandonos en lo anteriormente expuesto es posible determinar -
la concentracidén de ATP segin el siguiente esquema:

ATP + Glucosa L> G6P + ADP (3.2.1)

G6P-DH

G6P + NaDP' > 6-fosfogluconato+NADPH+H*

(3.4.2)

+ La hexoquinasa fosforila a la glucosa con ATP en presencia d$ -
Mg formando G6P, la cual és deshidrogenada por la G6P-DH con NADP -
para rendir 6-fosfogluconolactona y- NADPH. Este dltimo se determina -
espectrofotométricamente siguiendo en cambio de absorbancia a 340 mm.

A.2. Reactivos.

I. Acido perclérico HC104, 6N.
II. Carbonato potésico K2CO3. 5 M.

IIT.Tampdén trietanolamina 50 mM pH 7.6 conteniendo también clo-
ruro de magnesio MgCl, 0.5 mM. Para la preparacién del tam
pdén se empled agua biaestilada y desionizada recién obteni-
da.

IV. Disolucién de NADP', 25 mM.
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V. Disolucién de G6P-DH, 25 U/ml.
VI. Disolucién de glucosa, 1.03 M.
VII. Disolucién de HK, 103 U/ml.

Todos los reactivos, salvo los dos primeros, sSe prepararon en-
el tampén III. I y II , se prepararon con agua bidestilada y desioniza
da. ‘ -

A.3.- Procedimiento.

El procedimiento seguido es una modificacidn del descrito por -
Lamprecht y Trantscholt en Methods of Enzymatic Analysis (1974).

A.3.1.- Recogida y tratamiento de las muestras.

Los ensayos se iniciaban tal como se ha descrito en el apartado
de titulacién con enzimas (3.3.2.4) tomandose las muestras a 2,4 y 6 -
minutos a partir del momento en el que el flujo alcanzaba un valor cas
tante. Las muestras eran de 1 ml y se detenia la reaccién inmediata—
mente por desnaturalizacién de las proteinas con 100 Ml de percléri-
co(I). Se centrifugaba a 3000 g durante 10 minutos en una centrifuga -
de mesa y se separaba el sobrenadante del precipitado formado. A con-
tinuacién se ajustaba el pH a 3.5 (papel indicador) con la disolucidén-
del carbonato potésico (II). Se mantuvo entonces la mezcla en un bafio
de hielo durante 15 min aproximadamente separando en este momento el-
sobrenadante del nuevo precipitado. Este sobrenadante es el empleado-
en las determinaciones.

A.3.2.- Ensayos. i

En los ensayos se emplearon cubetas de 1 cm de paso de luz, mi-
diendo el cambio de absorbancia a 340 nm. El volimen final fue de2.06
ml. Las absorbancias se midieron frente a un blanco que contenia el -
tampédn (III). Las medidas se realizaron a 250C y por triplicado.

Inicialmente se disponian en la cubeta, 1.5 ml gel tampén (III)
0.3 ml de la muestra y 80ml de la disolucidén de NADP (Iv). Se mez-
claba y se dejaba estar hasta consegulr un valor de absorbaricia constan-
te. A continuacidn se afiadian 40°m1- de la disolucién de G6P-DH(V), se
mezclaba y se dejaba transcurrir la reaccién(3.A.2) hasta que no se ob
servaban variaciones significativas en los valores de la absorbancia:
A .
o

Se afiadian a continuacién 100 m1l de glucosa (VII) y 40 u1 de —-
Hexoquinasa(VII). Procediendo de igual manera que antes se registrd -
la definitiva absorbancia final A1.£§AATP= A,- A_-

Las concentraciones en la mezcla de reaccidén vienen dadas en la
siguiente tabla, referidas al volumen final de 1.2 ml



33

Trietanolamina 50 mM
MgC12 S mM
Napp* C1 mM
G6P - DH 0.5 unidades/ml
Glucosa © 50 mM
HK 2 unidades/ml

A.4.- Calculos

Para la determinacién de las concentraciones de ATP en la mues-—
tra hacemos uso de la ecuacién (3.13), obtenida a partir de la ecuacién
de Lambert-Beer de la siguiente forma:

Segin la ecuacién de Lambert-Beer la concentracidn viene dada -
por:
A (3.12)
E x 1.

A: absorbancia.
E: coeficiente de extincién molar del NADPH.

1l: paso de luz

A 2
Segin (3.12) : C inicial - C final = ‘ lnlC1él_ final
E x 1. ‘
Si la conversién es completa C final = O.
c = Aa /4mol'/ml (en la cubeta)
& x 1.

Para obtener el valor de la concentracién en la muestra es pre-
ciso tener en cuenta la relacién volumen del ensayo: volumen de la mues
tra (V:v). Por lo tanto:

_AAx vV
Exlzxv

c /umol/ml (en la muestra)

Finalmente es preciso corregir esa concentracién por el factor-
de dilucidén correspondiente al proceso de preparacién de las.muestras.
Este factor fue de 1.12 en todos los casos.

C = Aax v X 1.12/hmcl/ml(en la reaccién)

‘£ X 1lxwv

La expresién empleada para el calculo de la c¢oncentracién de ATP
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segin esto fue:

‘C= AA x 1.23 /Amol/ml (3.13)

B.~ Determinacién del L-(-)glicerol-3-fosfato y L-(+)-lactato.

Por el procedimiento de "punto final" se llega a la situacidén -
de equilibrio. Si la conversidén es incompleta debido a una constante-
de equilibrio desfavorable, la determinacién de metabolitos aln es po-
sible con ayuda de técnicas experimentales especiales. Las mas impor-
tantes son el aumento de la concentracién del sustrato, la variacidn -
del pH y el empleo de agentes "atrapantes". En los métodos empleados
para valorar el G3P y el lactato, hacemos uso de estas tres posibilidg
des.

B.1.- Principio.

Para el caso del G3P el método se basa en la oxidacidén del gli-
cerol-3-fosfato por el NAD' en la reaccién catalizada por la glicerol-
3-fosfato deshidrogenasa(o-GDH) para formar dihidroxiacetonafosfato --
(DAP) y NADH, midiendo la formacidén del NADH espectrofotométricamente-
a 340 mm.

L(-) glicerol-3-fosfato + NAD" SCPH, pap 4 NADH + HT (3.B.1)

El equilibrio de esta réaccién estd desplazado hacia la izquieE
da(Ke = 5.8.10"12 M a 250C ). 'La misma situacién se presenta en la -
reaccgén (3.B.2), utilizada para valorar el L-lactato.

L .
L(+)lactato+NAD+<-—lEL> Piruvato + NADH + gt (3.B.2)

en la que el NAD' oxida al lactato en la reaccién catalizada por la --
lacticodeshidrogenasa (LDH) para foEQar piruvato y NADH. Aqui -la cons
tante de equilibrio es Kéq = 2.9.10 "M a 25¢C.

No obstante, tanto el G3P cum el lactato son totalmente trans--
formados si los productos de la reaccidén se eliminan del medio.

En efecto, en el medio alcalino en el que llevaremos a cabo la-
reaccién, los protones son eliminados y DAP y piruvato "atrapados" por
la hidrazina presente en el medio para formar las correspondientes hi-
drazonas. La reaccién para la determinacién espectrofotométrica del -
G3P serd entonces: '

Glicerol-3-P+NAD + hidrazina _°20s DAP-hidrazona + NADH+ H30+
pH:9.5
y para la del lactato:
LDH

. . . . +
L{+)lactato + NAD++ hidrazina —> P1ruvato-h1drazona+NADH+H30
pH:9.5
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Se emplearon concentraciones elevadas de NAD+ y de las enzimas-
auxiliares «GDH y LDH con objeto de hacer mas cuantitativa la transfor
macidén en cada caso. -

B.2.~ Reactivos.

I. Acido perclérico HClO4 6N

II. Carbonato potasico K2C035M

ITII. Tampdn hidrazina/glicina(0.4 M/1M) pH: 9.5 conteniendo ade
mas EDTANa, 2Hd,0 5.5 mM. Este reactivo se prepard con agua
bidestilada y -desionizada de reciente preparacidn.

IV. Disolucidn de NAD+, 55 mM.
V. Disolucidén de o-GDH 88 unidades/ml.
VI. Disolucidén de LDH 264 unidades/ml.

Los reactivos IV, V y VI se prepararon en el tampdén III .I y II
en agua bidestilada y desionizada.

B.3.~ Procedimiento.

Se siguid un procedimiento gque es una modificacién de los des--
critos por Gerhard Michal y Gunter Lang (G3P) e Ingeborg Gutman y Wil
hem Wahtefeld(Lactato) en Methods of Enzimatic Analysis (Bergmeyer,1974).

B.3.1.- Recogida y tratamiento de las muestras.

Se procedié de forma andloga a la descrita en A.3.1. Las mues-
tras, de 1 ml, se tomaron a los 2, 4 y 6 minutos a partir del momento-
en el que se observd un valor constante del flujo, deteniendo la reac-
cidén por desnaturalizacién con 100 M1 de perclérico I. Se centrifugd-
durante 10 minutos a 3000 g separandose a continuacién el sobrenadan
te del precipitado protéico. =Este sobrenadante se empled en los ensa-
yos.

B.3.2.- Ensayos.

Se usaron cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz. El volumen
final fue de 11 ml. Las absorbancias se leyeron frente a un blanco que
contenia agua. Las medidas se hicieron por triplicado, todas a 259C.

Inicialmente se pipeteaban 0.5 ml del tampdén III y el mismo vo-
lumen de la muestra junto con 50/ul de la disolucidén de NAD . Se mez--
cld y se mididé entonces la absorbancia al cabo de 5 minutos: Aom A =
continuacidén se afiadieron 50 m1 de la disolucidén de la enzima (& -GDH
o LDH segin sea el caso), dejandola estar, después de agitar, durante-

15-20 minutos. La absorbancia final A1,se empled para los célculos:

AR = B - A
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Las concentraciones en la mezcla de reaccidén fueron las siguien

tes:
Hidrazina 0.22 M
Glicina 0.55 M
EDTA 3 mM
NaD” 2.5 mM
oL -GDH 4 unidades/ml
LDH 12 unidades/ml

B.4. Céalculos.

La expresién empleada para el cidlculo de las concentracioens en
la reaccién es la misma que se usd en A.4.

C = BrxV /Amol/ml ( en la muestra)

Ex1lxv

La concentracién en la muestra es preciso corregirla por el fac
tor de dilucidén asociado al proceso de preparacidén de la muestra(B.3.1)
gue fue de 1.1. . Por lo tanto:

C= AA x 0.389 A%J-'— (en la reaccidn)
3.3.2.3. Determinacidén de actividades enzimaticas.

Teniendo en cuenta los objetivos de la investigacidén que se lle
va a cabo y la naturaleza y composicidén del extracto utilizado en nues
tros experimentos, se han = seguido dos criterios a la hora de llevar
a cabo tanto las determinaciones de las actividades enzimaticas, como-
las determinaciones de las constantes aparentes de Michaelis, Km(3.3.2.3

1. Respetar el medium o ambiente molecular de reaccién en el --
que se realizan los experimentos de titulacién, de manera -
que los valores de actividades enzimaticas particulares(y Km)
se determinan en las mismas condiciones en las que el siste-
ma transforma glucosa en glicerol-3-fosfato. Por esto las --
condiciones de pH, temperatura, tampén y concentraciones de-~
iones y cofactores fueron, siempre que fue posible, las mis-
mas que agquellos. ’

2. Las actividades enzimiticas medidas, de glucosa-ATP-fosbtrans
ferasas y fosfofructoquinasa son las actividades netas de -
los correspondientes pasos de fosforilacién de la glucosa y-
de la fructosa-6-fosfato. Esto es asi,puesto que el extrac-
to contiene glucosa-6~fosfatasa y fructosa bifosfatasa,cuyas
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actividades reales se restan a las correspondientes glucosa
ATP fosfotransferasas y fosfofructoquinasa respectivamente.

A. Fosforilacidn de la glucosa;

A.1. Determinacién de la actividad glucosa-ATP-fosfotransfera-
sa contenida en el extracto.

A.1.17.- Principio.

Existe un cierto nimero de métodos para el ensayo de las acti-
vidades de las hexoquinasas en tejidos animales(Pilkis,S.J.,1975; wWal-
ker,D.G. y Parry,H.J., 1966). El mas adecuado en extractos crudos se-—
basa en la medida de la formacién de la glucosa-6-fosfato en presen--
cia de wn exceso de glucosa-6- -fosfatodeshidrogenasa que reduce el NADP.
La formacién de NADPH se sigue espectrofotométricamente a 340 nm.

HK
Glucosa + ATP ——> G6P + ADP
+ G6P-DH
G6P + NADP —————> Gluconato-6-P+NADPH

El método seguido para la obtencién del extracto nos proporc1o
na un sobrenadante que al contener fraccién microsonal, contiene gluco
sa-6-fosfatasa . Por lo tanto con dicho método estamos midiendo la ac
tividad neta de fosforilacién de la glucosa (velocidad de la reaccidén-
directa menos velocidad de la reaccién inversa) presente en nuestro ex
tracto.

A.1.2.- Reactivos.

I. Tampdén Hepes 50 mM, pH 7.4 conteniendo ademés:

KCl 100 mM

MgCl2 10 mM

Pi(suma de iones mono y divalentes) 10 mM
Este reactivo se prepard con agua bidestilada y desioni-
zada recién obtenida.

II. Disolucidn de ATP 100 mM

III. Disolucién de Glucosa 2 M

IV. Disolucién de NaDpt 20 mM

V. Disolucién de G6P-DH 20 unidades/ml

" Todos los reactivos se prepararon en el tampon Hepes(I) y se -
mantuvieron mientras duraron los experimentos en un bafic de agua a 35C.

A.1.3.- Procedimiento.

A 1.5 ml del tampdén Hepes(I) se afiadieron 100 M1l del sobrenadan
te y el mismo volumen de los reactivos IV y V. Después de que toda la
G6P presente en el extracto fuera oxidada, se dispard la reaccidn afia-
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diendo 100 m1 de los reactivos II y III. Las medidas se realizaron por
triplicado a 359C en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz. Las --
concentraciones de los reactivos en la mezcla de reaccidén (2 ml volumen
final) y en el blanco del espectrofotdmetro, fueron las siguientes:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO
Hepes 50 mM 50 mM
KC1 100 mM 100 mM
Mgcl, 10 mM 10 mM
Pi 10 mM 10 mM
Glucosa 100 mM 100 mM
ATP 5 mM -
NADP ' 1 mM 1 mM
G6P - DH 1 unidad/ml 1 unidad/ml
A.1.4.- Unidad de actividad enzimética.

La unidad de actividad enzimdtica neta de las glucosas ATP fos
fofotransferasas, presentes en el medio de reaccidén, se definen como -
la cantidad de enzimas que catalizan la transformacidén de 1 mmol de --
glucosa en G6P en las condiciones de ensayo ya descritas, basado_en un
Coeficiente de extincién molar para el NADPH a 340 nm de 6.22. 103M
(Horecker y Kornberg,1948).

—1

A.2. Determinacién de la actividad de la hexoguinasa comercial.
A.2.1. Método y reactivos.

Estas determinaciones se realizaron por el mismo método y con-
los mismos reactivos que se describen en el apartado A.1., con la dni-
ca salvedad de que la concentracién de glucosa empleada fue de 5 mM en
lugar de 100 mM.

A.2. Unidad de actividad enzimatica.

La unidad de actividad enzimatica de la Hexogquinasa se define-
como la cantidad de enzima que cataliza la transformacidén de 1 /Amol -
de glucosa en G6P, en las condiciones de ensayo ya descritas, basado, -
en un coeficiente de extincién para al NADPH a 340 nm de 6.22. 107°M cm
(Horecker y Kornberg, 1948).

-1

B.- Fosfoglucosaisomerasas.

B.1. Determinacién de la actividad de la fosfoglucosaisomerasa
contenida en el extracto.

B.1.1. Principio.



39

La actividad enzimatica de la PGI . se midié(Noltman, E.A., 1966)
en el sentido:

PGI

F6P 5 G6P

siguiendo la produccidén de. glucosa-6-fosfato por el cambio de absorban
cia que se produce a 340 nm debido a la produccién de NADPH por lareac

cién acoplada de la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa.

P-DH
G6P + NADP+ EE_Jz__> Gluconato-6-P+NADP+ H

B.1.2. Reactivos.

I. Tampén Hepes 50 mM, pH 7.4 conteniendo ademés:

KCl 100 mM
MgCl, 10 mM
Pi 10 mM

Este reactivo se prepard con agua bidestilada y desioniza
da recién obtenida.

IT. Disolucidn de fructosa-6-fosfato 100 mM
ITI. Disolucién de NADPT 20 mM
IV. Disolucién de o -GDH 20 unidades/ml

Los reactivos se prepararon con el tampén hepes(I) y se mantu-
vieron, mientras duraron los experimentos, en un bafio de agua a 350C .
Se obtuvieron a partir de productos suministrados por Sigma Chemical, -
Co. (3.3.3.2). Son disponibles lo suficientemente libres de impurezas
como para’ garantizar la exactitud de las medidas. Dichas impurezas se
refieren principalmente a la contaminacién de la F6P por G6P (menos —-
del 1%) y de la G6P-DH por la PGI (sin contaminar).

B.1.3.- Procedimiento.

Se afladieron a 1.6 ml del tampdn hepes(I) 100 ml del sobrenadan
te y el mismo volumen de los reactivos III y IV. Después de que toda-
la G6P presente en el extracto fuera oxidada, se dispard la reaccién -
afiadiendo 100/41 del sustrato F6P(II). En el volumen final de 2 ml las
concentraciones de los reactivos, en la mezcla de reaccién y en el blan
co fueron:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO
Hepes 50 mM 50 mM
Kcl 100 mM 100 mM

' Mgcl, 10 mM 10 mM
Pi 10 mM 10 mM
F6P 5 mM -
Napp* 1 mM 1 mM

G6P -~ DH 1 unidad/ml 1 unidad/ml
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Es preciso afiadir suficiente G6P-DH para garantizar un nivel -
estacionario bajo de G6P, de manera que la velocidad de la isomerasa-
sea igual a la actividad de la G6P-DH(Kahama et al, 1960). Las medidas
se realizaron por triplicado a 352C en cubetas de cuarzo de 1 cm de pa
so de luz. -

B.1.4. Unidad de actividad enzimatica.

La unidad de actividad enzimatica de la fosfoglucosaisomerasa-
se define como la cantidad de enzima que cataliza la transformacién de
1 mmol de F6P en G6P por minuto en las condiciones de ensayo previamen
te descritas, basado en un coeficiente de extincidén molar para el NADPH
de 6.22.103 M~ lem™ (Horecker y Kornberg, 1948).

B.2. Determinacién de la actividad de la PGI comercial.
B.2.1. Método y reactivos.

Se llevaron a cabo estas determinaciones siguiendo el mismo mé
todo y empleando los mismos reactivos que en el apartado B.1.

B.2.2. Unidad de actividad enzimatica.

Coincide la definicién de unidad de actividad enzimética de --
PCI comercial con la dada en B.1.4.

C. Fosforilacidén de la fructosa-6-fosfato.

C.1. Determinacién de la actividad neta de PFK contenida en el
extracto.

c.1.1. Principio.

Son varios los métodos que pueden emplearse para ensayar la ——
fosfofructoquinasa. El1 método elegido (Castafio, &.G. et al, 1979) se-=
basa en la medida de la velocidad de descenso de la absorcidn a 340 nm
por oxidacidén del NADH, en un sistema acoplado que contiene fructosa-€-
fosfato, ATP, aldolasa, triogafosfatoisomerasa y cX—glicerol-3—fosfato
deshidrogenasa.

F6P+ ATP PFK F1,6P, + ADP

_—> 2
F1,6P2 Aldolasa, DAP + GAP
DAP TIM . GAP

GAP+NADH o -GDH 3-fosfogliceraldehido

>

Al contener el sobrenadante fructosa-1,6-bifosfatasa la activi
dad que medimos es la actividad neta (actividad de la fosfofructoquina
sa menos actividad de la fructosa—1,6-bifosfatasa)fosfofructoquinésica
presente en el medio de reaccidn.
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C.1.2. Reactivos.

I. Tampdn Hepes 50 mM, pH 7.4, conteniendo ademés:

KC1l 100 mM
MgCl 10 mM
Pi 10 mM

El tampdn se preparé en agua bidestilada y desionizada -
recién obtenida. ’

II. Disolucidén de ATP 30 mM
III. Disolucién de NADH 3.6 mM
Iv. Disolucidén de fructosa-6-fosfato 100 mM

V. Disolucién de glucosa-6-fosfato 300 mM

VI. Disolucién conteniendo Aldolasa 20 unidades/ml
TIM 100 unidades/ml
A ~GDH 60 unidades/ml
PGI 40 unidades/ml

Todos los reactivos se prepararon en el tampdn hepes(I)y
se mantuvieron, mientras duraron los experimentos, en un bafio de agua-
a 35¢c.

C.1.3. Procedimiento.

A 1.4 ml del tampén hepes (I) se afiadieron 100 Mm1l del sobreng
dante y 100m1 de cada uno de los otros reactivos excepto fructosa-6-
fosfato(IV). La reaccién se dejd transcurrir durante 1 minuto o hasta
que el ruido de fondo fue despreciable, disparéndose entonces con 100-

Ml de fructosa- 6- fosfato (IV). E1 sulfato de amonio en el ensayo-
se proveyd con la disolucién de las enzimas auxiliares. La adicién de
fosfoglucosaisomerasa y de glucosa-6-fosfato,ésta Gltima en una concen
tracidén tres veces superior a la de furctosa-6-fosfato,se llevd a cabo
con el fin de tener en el medio de reacciédn la concentracidén deseadade
fructosa-6-fosfato. Las concentraciones de los reactivos en la mezcla-
de reaccidén y en el blanco,ambos de 2 ml de volumen total, fueron:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO
Hepes 50 mM - 50 mM
KC1 100 mM 100 mM
MgCl, 10 mM 10 mM
Pi 10 mM 10 mM
ATP 1.5 mM -
NADH 0.18 mM -
F6P 5 mM -
G6P 15 mM 15 mM
Aldolasa 1 unidad/ml 1 unidad/ml
TIM 5 unidades/ml 5 unidades/ml
d-GDH 3 unidades/ml 3 unidades/ml

DRT D el D o ~ “ o a ’ o=
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Las medidas se realizaron por triplicado a 359C en cubetas de-
cuarzo de 1 cm de paso de luz.

C.1.4. Unidad de actividad enzimatica.

La unidad de actividad enzimatica neta de la fosfofructoquina-
sa para la fosforilacién de la fructosa-6-fosfato se define como la can
tidad de enzima que cataliza la transformacién de 1/4mol de F6P en F-1
6P, por minuto en las condiciones descritas anteriormente, basado en -

un“coeficiente de extincién molar para el NADH a 340 nm deELZZJO%M1an1.

C.2. Determinacién de la actividad de la PFK comercial.
C.2.1. Método y reactivos.

Coinciden con los descritos en el apartado C.1, excepto en la-
necesidad de incluir en el medio de reaccidén una concentracidn tres ve
ces superior de G6P a la de F6P deseada junto con dos unidades por ml-
de PGI.

C.2.2. Unidad de actividad enzimatica.

La unidad de actividad enzimatica de la PFK comercial se defi-
ne como la cantidad de enzima que cataliza la transformacién de 1 mmol
de F6P en F-1,6P, por minuto, en las condiciones de reaccidn descritas
anteriormente, basad? en un coeficiente de extincidn para el NADH a --
340 nm de 6.22.10 M .

D. Céalculos.

En todos los casos, la actividad enzimética se expresa como -
mol de producto producidos por minuto y por mg de proteina en la cu-
beta de reaccidén. Dicha actividad viene dada por:

R R A \
Actividad especifica en cubeta = AR X U.I./mg

At xExp x1

Incremento de absorbancia medido.

Volumen final de reaccién.

Incremento de tiempo.

Coeficiente de extincidédn molar del NADH o NADPH
miligramos de proteinas totales en cubeta.

= paso de luz de la cubeta.

n

donde : A
A

]

R Mmdt <>
Il

En nuestros ensayos V = 2 ml, £ = 6.22 mM_1cm_1 yl=1cm., -
por lo que:
0.32

Act.especifica en cubeta = W < AA U.I./mg
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3.3.2.4. Vvaloraciones de proteinas.

La determinacién de la concentracién de proteinas se realizé-
segin el método de Lowry et al (1951).

A. Reactivos.

Disolucién A: Na,CO; al 2 por 100 (p/v) en NaOH O.T N.

Disolucidén B: Cu SO .5H.0 al 0.5 por 100(p/v) en tartrato 56
dico-potasico al 1 por 100 {(p/v).

Disolucidn C: Reactivo de Folin-Ciocalteau, diluido 1:3 en -
agua.

Las tres disoluciones se prepararon en agua bidestilada y de
sionizada.

B. Procedimiento.

Del extracto, preparado en tampén fosfato 0.1 M tal como se -
describe en 3.3.2.1 y diluido 300 veces en agua bidestilada, se toma -
un volumen conocido; comprendido entre 0.1 y 0.5 ml completandose con-
agua hasta 1 ml. Se afiaden 5 ml de la disolucidén A y 0.1 ml de la di-
solucidén B. Se agita y se deja reposar 30 minutos, al cabo de los cua
les se adicionan 0.5 ml de solucién C recientemente preparada. Se agi
ta y se deja estar. Después de 15 minutos se mide la absorcidn de la-
mezcla de reaccidén a 500 nm frente a un blanco en el que el volumen de
muestra ha sido sustituido por la disolucidén del tampén fosfato 0.1 M.
El valor obtenido se lleva a una recta patrdén construida a partir de -
albimina bovina para concentraciones desde 0.15 a 0.8 mg/ml.

Las medidas de absorcién se realizaron en un Spectronic S20.-
Las cubetas utilizadas eran de cuarzo de 1 cm de paso de luz.

3.3.2.5. Determinacién de las constantes aparentes de Michaelis
(KM). \

Se determinaron las K _ de las enzimas contenidas en el extrac
to de higado utilizado, asi como las de las enzimas comerciales emplea
das en los experimentos de titulacién, excepto en el caso de la PGI. -
Para esta enzima, al no disponerse de un método practico de valoracién
en el sentido G6P —> F6P, se utilizaron valores de K disponibles en-
la bibliografia. No obstante, como se vera mas adelante en los experi
mentos de titulacidn, se observé que el flujo de la ruta no se veia -—
afectado por el aumento de la actividad de la PGI presente. Este hedwo
minimiza en gran medida la importancia e interés de sus datos cinéticos
en el proceso de determinacién de los Coeficientes de control del flu-
jo para la enzima tal como se mostrara en 3.3.2.4.

Al determinar las constantes de Michaelis se siguid el mismo-
criterio que en las valoraciones enzimiticas(3.3.2.2): fueron determi-
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nadas en el mismo "ambiente molecular" en el cual se efectuaron los ex
perimentos de titulacién. :

Las velocidades iniciales se midieron por los mismos métodos-
y en las mismas condiciones que se emplearon en las valoraciones enzi-
maticas(3.3.2.3)(pag.36 ).

Las constantes de Michaelis se obtuvieron a partir de la re--
presentacién de Eadie-Hofstee, (1959). Las medidas se hicieron por tri
plicado y los puntos obtenidos experimentalmente se ajustaron por mini
mos cuadrados. -

A. Hexoquinasas.
A.1. Del extracto.
Para el calculo de las constantes de Michaelis de las

glucosas-ATP-fosfotransferasas para la glucosa contenida-
en el extracto se emplearon las siguientes concentracicnes

Concentracién fija de ATP: 1 mM
Concentracidén variable de glucosa: valores de
1T mM a 100 mM.

Se emplearon 40/Ml del extracto de higado.

A.2. De la comercial.

Para la hexoquinasa comercial(de levadura) las concen
traciones fueron:

Concentracién fija de ATP: 1 mM.
Concentracién variable de glucosa: valores de
0.1 mM a 5 mM.

B. Fosfofructoguinasas.
B.1. Del extracto.
!
Para el calculo de la constante de Michaelis de la -
fosfofructoquinasa para la F6P las concentraciones fueron:

Concentracién fija de ATP: 1 mM.
Concentracién variable de F6P: valores de 0.05
mM a 5 mM.

Se emplearon 40/ul del extracto de higado.

B.2. De la comercial.

Para la misma determinacién en la enzima comercial(le
vadura) se usaron las siguientes concentraciones:

Concentracién fija de ATP: 1 mM
Concentracién variable de F6P: valores de 0.1 mM

a 1 mM.
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3.3.2.6. Titulaciones con enzimas.

A. Reactivos.

I. Tampdn Hepes 50 mM de la misma composicién que el utili
zado para las determinaciones enzimaticas, y descrito -
anteriormente(3.3.2.3) (pag. 36 ).

ITI. Disolucién de glucosa 0.1 M.

ITI. Disolucidén de ATP 20 mM

IV. Disolucién de NADH 5.6 mM

V. Disolucidn de Creatina fosfato 50 mM
VI. Disolucidén de F—2.6P2 0.3 mM

VII. Disolucidén de enzimas conteniendo:

Aldolasa 20 unidades/ml
TIM 100 unidades/ml
A ~GDH 60 unidades/ml
VIII.También se prepararon disoluciones de hexoquinasa, fos-
foglucosaisomerasa y fosfofructdﬁﬁnasa, a distintas con-
centraciones de acuerdo con cada experimento de titula-
cioén.

Todas las disoluciones se prepararon en el tamdén hepes(I) y se
mantuvieron en un bafioc de agua a 359C mientras duraron los experimentcs.

B. Procedimientos.

Una vez valoradas las actividades enzimdticas presentes en el-
extracto se iniciaban los experimentos de titulacién propiamente dichos.
Estos se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz.-
Los valores de flujos se obtuvieron del registro continuo del descénso
de absorbancia en 340 nm originado por la caida de la concentracién de
NADH. La actividad enzimatica correspondiente a cada valor de flujo -
correspondia a la suma de la actividad basal detectada en el extracto-
mas la afiadida en cada experimentos, ambas corregidas por sus corres--
pondientes constantes de Michaelis.

Las reacciones se iniciaban por adicién de 100 M1 del extracto
de higado a la mezcla de reaccidn, que contenia 100 M1 de cada uno de-
los reactivos, asi como el volumen adecuado del tampdn I(entre 1.3 y -
1.4 ml) para que junto con el volumen de la enzima con la gue se titu-
laba en cada caso se alcanzara un volumen final de 2 ml. Una vez ini-
ciada la reaccidén se midié el flujo, después de transcurrido el tiempo
de transicidén(2-3 minutos),cuando 1& absorbancia éstaba entre 0.8 y -
0.3 unidades. En esta zona, el descenso de NADH es lineal y correspon
de al intervalo de tiempo en el que se realizaron las determinaciones-
de los niveles del producto final y sustratos(2, 4 y 6 minutos). Por-
otra parte se midid el flujo basal, es decir, el flujo que rinde el --
sistema en estado estacionario, sin adicién previa de ninguna de las --
enzimas empleadas en las titulaciones.

Las medidas se realizaron, por triplicado, a 352C y tuvieron una
duracidén media de 12 minutos. Las concentracicnes constantes en la —-—
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mezcla de reaccidén y en el blanco del espectrofotémetro fueron las si-
guientes:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO
Hepes 50 mM 50 mM
KC1 100 mM 100 mM
MgCl, . 10 mM - 10 mM
Pi 10 mM 10 mM,
ATP ] T mM -
NADH 0.28 mM ' -
Glucosa 5 mM -
cp 2.5 mM -
CK 1 unidad/ml 1 unidad/ml
Aldolasa 1.3 unidades/ml 1.3 unidades/ml
TIM 6.6 unidades/ml g.6 unidades/ml
ok -GDH 4 unidades/ml 4 unidades/ml

C. Calculos.

El flujo en los experimentos de titulacién se expresa como -
pmmoles de producto producidos por minuto y por miligramo de proteina.
Estos valores se obtienen de la grafica correspondiente de acuerdo con
la siguiente expresidn:

AA.V

F = ————— /«mol/min mg prot.
At.g .p.l
donde:
AA = incremento de absorbancia medida.
V = volumen total de reaccidn.
At = incremento de tiempo.

£ = Coeficiente de extincidén molar del NADH.
p = miligramos de proteina totales en cubeta.
1l = paso de luz de la cubeta.

En estos experimentos V = 2 ml, £ = 6.22 mM—1cm_1,l= 1 emy p=
3 mg de proteina por término medio. Segln esto:

F= 0.107 CE:N /umol/min mg prot.

At
Estos valores de F asi obtenidos se normalizaban posteriormen-
te respecto del flujo basal.

F normalizado =
basal
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3.3.2.7. Calculo de los Coeficientes de control del flujo pa-
ra la enzima.

Los Coeficientes de control del flujo para la en21ma se de--
terminaron en cada caso haciendo uso de la ecuacidn:
1
Fo_ 1T F
i 1
c1.
i

que aplicada a los valores normalizados de flujos vy C{ es
c! -1
CF _ 1(n)
i CT

El flujo basal se normalizaba haciéndolo igual a 1 en cada se-
rie de experimentos. se determina a partir de los datos normali
zados de flujos y act1v1éa&es enzimaticas corregidas mediante la’ ecua-
cidn:

F= -¢C 2 4c (3.10)
2 q.

1

obtenida a partir de la definicién de Coeficiente de control del flujo
para la enzima:

JF _ _GF 9i
El dgi F
y de la expresién:
F= 19
C2 + g

tal como se ha descrito en 3.12 (pag. 22),gi es, en general:

donde 1 es la actividad de la enzima E.,K. su constante de Michaelis-
y K A,i- la constante de equllérlO de la serie de reacciones-
antegiores a la catalizada por Ei'

Ahora bien, en los experimentos de titulacién, puesto que la -

Keq es una constante especifica de cada reaccién serd la misma en cada
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serie y podremos valernos de este hecho para simplificar los céalculos,
haciéndola 1. Por:otra parte, tanto la actividad de la enzima presen-
te en el extracto como la afiadida en cada ensayo de titulacidén vendréan
corregidas por sus respectivos valores de constantes aparentes de Mi--
chaelis. El valor de g; para cada experimento se obtiene entonces de-
la siguiente expresidn:

g _ b c
* % e

donde:

= actividad
constante
= actividad

= constante

basal de la enzima del extracto.
de Michaelis aparente de la misma.
de la enzima comercial afiadida.

de Michaelis aparente de la enzima comercial.

07: O< U'?: U'<
1]

Los correspondientes valores de F y F/g. se llevan a la ecua-
cién (3.10). La serie de puntos experimentales asi obtenidos se ajus-
tan a una recta por minimos cuadrados, obteniendo el valor de Ci
de éste, el correspondiente Coeficiente de control del flujo par

enzima:

n)ja-

o i) "]
GK o
1 (GK)
Fo ieen T g 1 (PFK)
PGI . ! PFK o
1(PGI) 1 (PFK)
3.3.3. Productos.
‘3.3.3.1. Para la obtencién y preparacidén de muestras.

Eter etilico, cloruro sbédico, cloruro de magnesio(MgCl,.6H 0)
y ortofosfatos mono y disddicos; de PANREAC, Barcelona(Espafia) . Inhibi
dor de tripsina de huevo de pollo, hepes(acido N—2-hidroxietilpiperazi
na-N'-etanosulfénico), sulfato de estreptomicina y penincilina de Sig-
ma Chemical Co., St.Louis, Missouri(U.S.A.).

3.3.3.2. Para las valoraciones de ATP y producto final.

Se emplearon cloruro de magnesio(MgCl,.6H,0) NADP+, glucosa-6-
fosfatodeshidrogenasa, hexoquinasa de levadura y l8ctico deshidrogena-
sa de misculo de conejo, de Sigma Chemical; &cido perclérico, glicina,
EDTANa, .2H_ 0 e hidréxido de hidrazina, hidréxido sddico y carbonato -
potasico dé PANREAC, Barcelona (Espafia) ; hidrocloruro de trietanolami-
na de Sigma Chemical, Co., St.Louis, Missouri(U.S.A.).
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3.3.3.3. Para la determinacidén de las actividades enzimaticas.

(+)~glucosa.monohidratada, de MERCK, Darmstadt(R.F.Aleman-
nia). ATP, NADH, NADP , fructosa-6-fosfato, glucosa-6-fosfato,; aldola
sa, triosafosfatoisomerasa y L—glicerolfosfatodeshidrogenasa(de miscu—
lo de conejo las tres Gltimas), asi como glucosa—6—fosfatodeshidrogena
sa de levadura; todos de Sigma Chemical, Co., St. Louis, Missouri (UsSA)..

3.3.3.4. Para las valoraciones de proteinas.

Hidréxido sédico, carbonato sbdico, sulfato de cobre(cCusg) -
5H_0), tartrato sdédico potasico tetrahidratado de PANREAC, Barcelona,
(ESpafia). Reactivo del fenol Folin-Ciocalteus de MERCK, Darmstadt(R.
F. Alemania) y AlbGmina bovina de Sigma Chemical Co., St. Louis, Mi--
ssouri (U.S.A.).

3.3.3.5. Para las titulaciones con enzimas.

Ademas de la (+)~glucosa monohidratada ATP, NADH, aldolasa,
triosafosfatoisomerasa y L—glicerolfosfatodeshidrogenasa que ya se han
citado arriba se emplearon:; fructosa 2,6 bifosfato, creatinafosfato; -
creatinaquinasa y fosfofructoquinasa de masculo de conejo. Fosfogluco
saisomerasa y hexoquinasa de levadura, todos ellos de Sigma Chemical,-
Co., St. Louis, Missouri, (U.S.A.).

3.3.4. 'Instrumentacién.

1. Potter- Elvejeim con émbolo de teflén. 15 ml. Rockville -
Centre,N.Y.(U.S.A.)

2. Homogeneizador TRI-R mod. K-41. Rockville Centre,N.Y. (USA.)
3. Centrifuga SORVALL. RC-5B. Norwalk. Connecticut.(U.s.A.).
4. Rotor SORVALL SS-34. Norwalk. Connecticut (U.s.Aa.).

5. Espectrofotémetro de doble haz Hitachi 100-60, con la ca-—
ja de cubetas provista de una doble camisa que permite --
termostatizarla mediante un circuito cerrado de agua pro-
cedente de termocirculador. Hitachi Ltd., Tokyo(Japan).

6. Registro grafico Hitachi 561. Hitachi, Ltd., Tokyo,Japan.

7. Cubetas de cuarzo T.S.L.(Thermal Syndicate Ltd.).Wallsend
Northumberland(England). ‘

8. Termocirculador Churchill. Churchill Instruments, Co.Ltd.
Middx (England).

9. Spectromic $-20. Banchs & Lomb (Belgium).

10. Centrifuga de mesa Hettich. Mod.Universal TT. Tuttingen -
(Germany) .

11. pH-metro CRISON. Mod. digilab 517. Barcelona (Espaifia).

12. Balanzas eléctricas Mettler HS54AR y Mettler PC440. Mettler
Instruments. Zurich (Switzerland).
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3.4. Resultados y discusién.
3.4.1. Resultados previos.
3.4.1.1. Linealidad de la ruta.

La adicién de triosafosfatoisomerasa, aldolasa y glicerol-3 -
fosfatodeshidrogenasa en eXceso, consigue que, ademds de anular sus --
Coeficientes de control del Flujo practicamente,la totalidad de la glu
cosa transformada lo es en glicerol-3-fosfato, evitéandose el drenaje -
de intermediarios hacia lactato o hacia el ciclo de las pentosas.

La ausencia de desviaciones de la ruta hacia lactato se verifi-
c6 valorando la cantidad de este producto formado durante el tiempo --
que duraban los experimentos. Los resultados se muestran en la tabla-
3.1.

Tiempo de incubacién con flujo constante

2 min. 4 min. 6 min.
0.25 ¥ 0.01 0.3 ¥ o0.015 0.3 ¥ o.012
TABLA 3.1.- Concentraciones de L(+)-lactato(mM) presen-

tes en la mezcla de reaccidén durante el tiempo que duraban --
los experimentos cinéticos. Las medidas se realizaron en una
mezcla de reaccién que contenia unicamente las enzimas del ex
tracto mas las auxiliares (Aldolasa, TIM y &-GDH). Los valo

res son medias I.S.D. de tres experimentos separados.

El examen de la tabla 3.1. muestra gque el lactato permanecid-
practicamente constante. Estos resultados nos,permitieron concluir --
que no se producia drenaje de intermediarios en esa direccidn.

La valoracidén del lactato estaba ciertamente justificada des-
pués de haber hecho una estimacién del valor de la K aparente del —-
proceso gliceraldehido-3-fosfato — slactato a lo laféo de la secuen--
cia glicolitica. Esta estimacién hecha sobre la base de datos biblio-
graficos para condiciones andlogas a las que se dan en nuestro sistema
(Williamson et al, 1967; Newsholme y Start 1973) rinden una K__ del or
den de 1010 M=T. A la vista de este elevado valor es ldgico Sgnsar -
que podria ser importante la transformacién de GAP en lactato, y por -
ello necesaria la comprobacién. Los resultados experimentales prueban
gue no se produce lactato lo que puede explicarse por un lado, debido-
al exceso de las enzimas auxiliares afiadidas que aceleran la produccién
de G3P quedando muy baja la concentracién de gliceraldehido-3-fsfatoe,y °
por otro lado, por las bajas concentraciones de ADP y NAD en nuestro-
sistema.

El mismo an&lisis de la Ke para el caso de la ruta de las --
pentosas nos lleva a desechar la nedesidad de valorar la formacién de-
pentosas fosfatos en nuestros experimentos. La Keq aparente de las --
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reacciones catalizadas por la trancetolasa S7P + GAP > X5P + R5P y-
FO6P+GAP —____,, X5P + E4P, que son las que nos podrian afectar son 0.82
y 0.1 respectivamente(Kaufman, et al, 1969; Racker, 1962) y para la --
transladolasa en la reaccidn S7P+ GAP 5F6P + E4P es 1.05 (Bassham
y Krause, 1969; Venkatarman y Racker, 1961). Si tenemos en cuenta es-
tos valores junto con el hecho de que la concentracién de GAP ha de ser
necesariamente pequefia es féacil concluir que la concentracién de las -
pentosas fosfato en equlibric con GAP y F6P habran de ser aproximadanen
te del mismo orden y por lo tanto despreciable el posible escape de 1n
termediarios en ese sentido.

Finalmente y por el mismo tipo de argumentos, al ser la K -
aparente de la transformacién de G6P en Glucdgeno, en la que estén - im-
plicadas la fosfoglucomutasa y la fosforilasa-a de 0.17(Mahler y Cordes
1969; Newsholme y Start, 1973), ésta tampoco es significativa, obvian-
do igualmente la necesidad de llevar a cabo nuevas valoraciones.

Concluimos por lo tanto en la linealidad de la ruta que estu--
diamos. Cumplido este requisito es preciso examinar la aplicabilidad-
a nuestro sistema experimental del modelo tedrico que se va a usar.

3.4.1.2. Adecuacidén del sistema experimental.

El estudio de la adecuacidén del sistema experimental al modelo
tedrico propuesto requiere, tal como se mostrd en 3.2.2, comprobar los
siguientes aspectos:

A. Establecimiento del estado estacionario.
B. Cinética michaeliana de las enzimas del sistema.

A. Establecimiento del estado estacionario.

Un sistema metabélico estd en estado estacionario cuando alcan
za un valor constante del flujo manteniendo simultaneamente un valor -
constante de las concentraciones de los sustratos y productos interme-
dios y finales.

A fin de verificar que nuestro sistema se encontraba en estado
estacionario se midieron las concentraciones de ATP y G3P a diferentes
tiempos, siempre a partir del momento en el que se registraba un valor
constante del flujo en el espectrofotdémetro.

Tiempo de incubacidén con flujo constante

2 min. 4 min. 6 min.
+ + +

1 < 0.05 0.98 - 0.04 0.98 - 0.06

TABLA 3.2.- Concentraciones de ATP (mM) a diferentes -
tiempos a partir del establecimiento de un flujo constante.La
mezcla dé reaccidén no contenia otras enzimas que las del ex--
tracto mas las auxiliares. Los valores son medias * S.D. de-

tres experimentos separados.
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reacciones catalizadas por la trancetolasa S7P + GAP, > X5P + R5P y-
F6P+GAP —___, X5P + E4P, que son las que nos podrian afectar son 0.82
y 0.1 respectivamente(Kaufman, et al, 1969; Racker, 1962) y para la --
transladolasa en la reaccidn S7P+ GAP > F6P + E4P.es 1.05 (Bassham

y Krause, 1969; Venkatarman y Racker, 1861). Si tenemos en cuenta es-
tos valores junto con el hecho de que la concentracidén de GAP ha de ser
necesariamente pequefia es facil concluir que la concentracidén de las -
pentosas fosfato en equlibrio con GAP y F6P habran de ser aproximadamen
te del mismo orden y por lo tanto despreciable el posible escape de in
termediarios en ese sentido. -

Finalmente y por el mismo tipo de argumentos, al ser la kX --
aparente de la transformacidén de G6P en Glucégeno, en la que estégqim—
plicadas la fosfoglucomutasa y la fosforilasa-a de 0.17(Mahler y Cordes
1969;- Newsholme y Start, 1973), ésta tampoco es significativa, obvian-

do igualmente la necesidad de llevar a cabo nuevas valoraciones.

Concluimos por lo tanto en la linealidad de la ruta que estu--
diamos. Cumplido este requisito es preciso examinar la aplicabilidad-
a nuestro sistema experimental del modelo tedrico que se va a usar.

3.4.1.2. Adecuacidn del sistema experimental.

El estudio de la adecuacidn del sistema experimental al modelo
tebrico propuesto requiere, tal como se mostrd en 3.2.2, comprobar los
siguientes aspectos:

A. Establecimiento del estado estacionario.
B. Cinética michaeliana de las enzimas del sistema.

A. Establecimiento del estado estacionario.

Un sistema metabdélico estid en estado estacionario cuando alcan
za un valor constante del flujo manteniendo simultaneamente un valor -
constante de las concentraciones de los sustratos y productos interme-
dios y finales.

A fin de verificar que nuestro sistema se encontraba en estado
estacionario se midieron las concentraciones de ATP y G3P a diferentes
tiempos, siempre a partir del momento en el que se registraba un valor
constante del flujo en el espectrofotdmetro.

Tiempo de incubacién con flujo constante

2 min. 4 min. 6 min.

1 * .05 0.98 Y o0.04 0.98 ¥ o0.06

TABLA 3.2.- Concentraciones de ATP (mM) a diferentes -
tiempos a partir del establecimiento de un flujo constante.La
mezcla de reaccién no contenia otras enzimas que las del ex--
tracto mas las auxiliares. Los valores son medias * 5.p. de-

tres experimentos separados.



51

reacciones catalizadas por la trancetolasa S7P + GAP > X5P + R5P y-
FEP+GAP ____ , X5P + E4P, que son las que nos podrian afectar son 0.82
y 0.1 respectivamente(Kaufman, et al, 1969; Racker, 1962) y para la —--
transladolasa en la reaccién S7P + GAP >FO6P + E4P es 1.05 (Bassham

y Krause, 1969; Venkatarman y Racker, 1961). Si tenemos en cuenta es-—
tos valores junto con el hecho de que la concentracién de GAP ha de ser
necesariamente pequefia es f&cil concluir que la concentracién de las -
pentosas fosfato en equlibric con GAP y F6P habran de ser aproximadamen
te del mismo orden y por lo tanto despreciable el posible escape de in
termediarios en ese sentido. -

Finalmente y por el mismo tipo de argumentos, al ser la K  —-
aparente de la transformacién de G6P en Glucdgeno, en la que estandim-
plicadas la fosfoglucomutasa y la fosforilasa-a de 0.17(Mahler y Cordes
1969; Newsholme y Start, 1973), ésta tampoco es significativa, obvian-
do igualmente la necesidad de llevar a cabo nuevas valoraciones.

Concluimos por lo tanto en la linealidad de la ruta que estu--
diamos. Cumplido este requisito es preciso examinar la aplicabilidad-
a nuestro sistema experimental del modelo tedrico que se va a usar. '

3.4.1.2. BAdecuacién del sistema experimental.

El estudio de la adecuacidén del sistema experimental al modelo
tedrico propuesto requiere, tal como se mostrd en 3.2.2, comprobar los
siguientes aspectos:

A. Establecimiento del estado estacionario.
B. Cinética michaeliana de las enzimas del sistema.

A. Establecimiento del estado estacionario.

Un sistema metabdlico estd en estado estacionario cuando alcan
za un valor constante del flujo manteniendo simultaneamente un valor —
constante de las concentraciones de los sustratos y productos interme-
dios y finales.

A fin de verificar gue nuestro sistema se encontraba en estado
estacionario se midieron las concentraciones de ATP y G3P a diferentes
tiempos, siempre a partir del momento en el que se registraba un valor
constante del flujo en el espectrofotdémetro.

Tiempo de incubacién con flujo constante

2 min. 4 min. . 6 min.
1 *0.05 0.98 I

T 6.04 0.98 t .06

TABLA 3.2.~ Concentraciones de ATP (mM) a diferentes -
tiempos a partir del establecimiento de un flujo constante.La
mezcla de reaccidn no contenia otras enzimas que las del ex--
tracto mas las auxiliares. Los valores son medias + S.D. de-

tres experimentos separados.
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En la tabla 3.2 se muestran los valores de la concentracidén de
ATP durante el tiempo de flujo constante. Dicha concentracidén se man-
tuvo constante en 1 mM, concluyéndose de ello que el tamponamiento de-
ATP era eficaz.

Tiempo de incubacién con flujo constante

2 min. 4 min. 6 min.
0.07 2 0.03 0.e .10 0i11 .07l
TABLA 3.3.- Concentraciones de G3P (mM) a diferentes. --

. . . +
tiempos con flujo constante. Los valores son medias - S.D. -

de tres experimentos.

ol

Fn la tabla 3.3 se muestran los valores obtenidos en las mismas
valoraciones de G3P.

Del examen de la tabla 3.3. se aprecia una ligera acumulacidn-
de G3P, siempre por debajo de los niveles que corresponderian a una --
transformacién cuantitativa de glucosa en G3P. Este hecho tiene una -
explicacién en la transformacién espontanea, no catalizada, del G3P en
glicerol mas Pi. Dicho proceso, al transformar en parte el G3P, contri
buye a la adecuacién del sistema experimental al modelo tedrico, al ha
cer despreciable la concentracién de un producto final durante los ex-
perimentos. .

Un estado estacionario queda totalmente descrito, cuando se es
pecifican los valores fijos del flujo que atraviesa el sistema y de las
concentraciones de sustratos, productos finales e intermediarios. Has
ta aqui hemos verificado la constancia de los valores del flujo y de -
las concentraciones de sustratos y productos finales. Con ello tene-
mos evidencia suficiente de que nuestro sistema alcanza un estado esta
cionario aunque al no conocer los valores de las concentraciones de —-
los intermediarios dicho estado estacionario no estd completamente des
crito. No obstante, esta especificacidén completa no es 1mpresc1nd1ble
para nuestros fines. Aqui nos basta con establecer un estado estacio--
nario en cada experimento{cualesquiera Jue sea éste) durante el tiempo
requerido para las mediciones del flujo. Fenémenos de oscilaciones,--
descritas en sistemas glicoliticos(Hess; B.y Boiteux, A, 1971) sdélo -
se dan bajo condiciones muy particulares que no son las de nuestros ex
perimentos. Concretamente el tamponamiento de la concentracién de ATP
‘elimina cualquier posibilidad en este aspecto.

B. Cinética Michaeliana de las enzimas del sistema.

Otra de las premisas del modelo tebrico que hemos desarrolla-
do consiste en que las enzimas que participan en la ruta deben tener--
cinética Michaeliana respecto a su Gnico sustrato. Al mantener cons--
tante la concentracién de ATP, como ya se ha visto, se consigue trans-
formar la cinética de las hexoquinasas y fosfofructoquinasas en cinéti
cas monosustratos: glucosa y F6P respectivamente. A partir de aquiéé
determinaron, primeramente las constantes aparentes de Michaelis para-
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la F6P de las hexoquinasas y fosfofructoqulnasas presentes en el extrac
to. Después se hizo lo mismo con las enzimas comerciales usadas en los
experimentos de titulacidén. Los resultados obtenidos aparecen en la -
tabla 3.4. Las figuras 3.3 y 3.4 muestran las representaciones de ——-
Eadie-Hoftee para cada una de las enzimas.

ENZIMAS

Hexoguinasas Fosfofructoquinasas
Extracto 10 % o8 0.1 ¥ o0.009

+

I+

Comerciales 0.25 0.02 0.25 0.022

TABLA 3.4.- Valores de las constantes de Michaelis (Km) -
expresadas en unidades mM para la Glucosa y F6P de las hexo—-
quinasas y fosfofructoquinasas, respectivamente. Se obtuvie-
ron a 1 mM de ATP en las condiciones descritas en el apértado

. + .
3.3.2.6. Los valores son medias - S.D. de tres experimentos-

separados.
2
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Fig. 3.3.- Constantes de Michaelis y \Y de la hexoquinasa-

MAX
usando glucosa como sustrato variable.

La enzima sé ensayd tal como se describe en el apartado-

3.3.2.6. (a) Hexoquinasa hepatica. (b)Hexoquinasa comercial.
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Fig.3.4.- Constantes de Michaelis y VMAX de la fosfofructo-

quinasa ensayada en las condiciones descritas en-
3.3.2.6 y usando la fructosa-6-fosfato como sustrato variable
(a)Fosfofructoquinasa hepatica. (b) Fosfofructoquinasa comer-

cial.

Como ya se comentd anteriormente, la K de la PGI para la G6P
no se determind experimentalmente. EL valor utilizado, tanto para la-
comercial como para la hepatica, fue 0.2 mM(F.J. Reithel, 1966).

Los resultados evidencian el cardcter michaeliano del compor-
tamiento cinético de las enzimas del higado y de las comerciales emplea
das en los experimentos de titulacidén. Estos datos de K aparente nos
permitiran ademas situar correctamente las parejas de va%ores actividad-
flujo en las representaciones flujo versus actividad enzimatica y en -
las de F frente a F/g. . A partir de estas representaciones obtendre-
mos finalmente los Co&ficientes de control del flujo. . 4

3.4.1.3. Conclusidén previa.

Los resultados expuestos permiten concluir que el sistema ex
perimental descrito es susceptible de ser utilizado para examinar en -
él la aplicabilidad de la teoria desarrollada previamente y determinar
los Coeficientes de control del Flujo de cada uno de los pasos de reac
cién.

3.4.2. Coeficientes de control del flujo para la enzima.

Los resultados de la titulacidén del sistema con hexoquinasas,
fosfoglucosaisomerasa y fosfofructoquinasa se muestran en la figura -
3.5, obteniéndose curvas como las esperadas de la teoria(Fig. 1.1,Apar
tado 3.1.2, pag. 22). -
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~

Flujo normaliZado
w

: l . I : I
1 2 3

gi ( VMAX/KM )

Fig. 3.5.- Resultados de la titulacién con hexoquinasa (@),

fosfofructoquinasa (0) y fosfoglucoisomerasa (A ).

El flujo de la ruta sin ninguna enzima afiadida se expre-
sa como 1 en el eje de ordenadas, normalizandose él resto de- -
los flujos con respecto a éste. El primer punto de cada cur-
va corresponde al flujo medido con s6lo las enzimas presentes
en el extracto més las enzimas auxiliares. La adicién de --—-
hexogquinasa y fosfofructoquinasa al sistema aumenta el valor-

‘del flujo basal dando valores significativos de sus Coeficien
tes de control del flujo.. Sin embargo, la adicién de fosfo--
glucoisomerasa no modifica el valor del flujo demostrando que
su Coeficiente de contrel del flujo.es nulo. La adicidén de -
cualquiera de las otras tres enzimas (estos resultados no se-
muestran en la figura) no modifican el flujo. Las lineas dis
continuas muestran la zona de las curvas sin détos experimen-
tales, las cuales corresponden a valores de actividad enzima-
tica inferiores a los que contiene el extracto. Por esta ra-
zbn han sido trazadas arbitrariamente. La actividad (VMX/KM)
hexoquinésica est& multiplicada por 10 con objeto de ampliar-

la curva.
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Los valores de F se representan frente a F/g., en la figura -
3.6, dando una buena linealidad (coeficientes de regrésiéh de 0.99) ;-
lo cual confirma la relacién hiperbélica descrita en la ecuacidn (3.7)
propuesta por Kacser y-Burns. La interseccién con la ordenada da los-
valores de C' con los cuales se calculan los Coeficientes de control -
oal flujo. :

Flujo normalizado
w
T

GK
[ ]
2 —
.
\-o\riFK °
o] O
|f———————A——27 . RN
PGI
: 1 1 i . ] 1
5 10 5 20
Figi (Vuax | KM)
Fig. 3.6.- Representacidn de F frente a F/gi.

Los valores de C{ y Cé se obtienen de la interseccidén --
con la ordenada y pendiente respectivamente. Los Coeficien--
tes de control del flujo se han calculado a partir de estos -
datos de acuerdo con la ecuacién (3.10). Los valores de F/gi
han sido divididos por 10 en el caso de la glucoquinasa y mul
tiplicados por 10 en el caso de la fosfofructogquinasa con ob-

jeto de reducir y ampliar las rectas respectivamente.
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En la tabla 3.5 aparecen los Coeficientes de control del flujo-
obtenidos.

F
Enzima : Actividad basal ©q Czi CEL
Glucoquinasa 0.07 52107 436%0.43 0.025%7.10% 0.77% 0.025
Fosfoglucosaisarerasa 0.27 ¥ g.1073 1.00 — 0.00
. + —~3 + + —4 +
Fosfofructoquinasa 0.05 = 1.5.10 ~ 1.3320.03 0.15 X 4.10 0.24 = 0.01
Aldolasa 1.33 ¥ 0.025 1.00 — 0.00
Triosafosfatoisamerasa T 6.66 & 0.15 1.00 — 0.00
Glicerolfosfato deshidreg.  4.00 ¥ 0.17 1.00 -— 0.00
Suma de los Coeficientes de control del flujo:ZjCE 1.01 % 0.015
TABLA 3.5.- Pafémetros del sistema experimental y Coeficientes de

control del flujo a 5 mM de Glucosa. La concentracién de proteinas en
los ensayos fue de 1.5 ha 0.02 mg /ml | La actividad enzimidtica se ex--
presa como micromoles de producto de reaccién producido por minuto y -
por miligramo de proteina. Ci y C, se obtuvieron de los resultados --

2
. + -3
mostrados en la Figura 3.6. El valor del flujo basal fue 0.020 = 2.46.10
mmoles de glicerol fosfato producidos por minuto y por miligramo de pro.
teina, siendo el resto de los flujos normalizados con respecto a este-~

. + .
valor. Los valores son medias. ~ S.D. de tres experimentos.

(+) Las actividades de la Aldolasa, Triosafosfatoisomerasa y Glicerol
fosfato deshidrogenasa que se indican corresponden a las presen--
tes en el sistema experimental después de afadir enzimas comercié
les. Sus actividades antes de esta adicién fueron 0.66, 3.33 y 2 )

respectivamente, valorados seglin Bergmeyer (1974).

Puede observarse en esta tabla que la suma de todos estos Coefi-
cientes estd préxima a la unidad tal como se espera de la teoria.

Los resultados confirman la aplicacién de varios aspectos de la-
teoria de Kacser y Burns asi como las aportacicnes a la misma que presen
tamos en este trabajo: primero,la ecuacién A.6(Apéndice A)(Kacser y -
Burns, 1973) donde se describe la relacién hiperbélica entre el flujo y
la actividad enzimatica, y la ecuacién 3.7 que se deriva de la extensifn
que hemos hecho aqui de esta teoria para sistema con una saturacién sig
nificativa de todas las enzimas: segundo, la propiedad de la suma entre
todos los Coeficientes de cgntrol del flujo de una ruta metabdlica:

> o =1

i=A,1.71

(Kacser y Burns, 1973); tercero, el método descrito aqui para determirar
los Coeficientes de control del flujo para la enzima(ecuacién(3,9)pag.

23 ), el cual podra ser ‘aplicado eventualmente a cualquier ruta metabd-
lica. Asimismo estos resultados demuestran que nuestro sistema experi-
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mental se ajusta a las hipétesis del modelo tedrico.

Segln los resultados expuestos, las ATP- fosfotransferasas y fos-
fofructoquinasas dan cuenta ellas solas del control del flujo del siste
ma en las condiciones definidas, siendo éste insensible a cambios en la
actividad de la fosfoglucoisomerasa y enzimas auxiliares.
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4. PARTE II. Extensidén de la propiedad de la suma a sistemas -
metabdlicos in vitro con rutas convergentes en un
punto.

4.1. Comentario y objetivos.

Anteriormente(apartado 3.1.2,pag. 22 )ya nos hemos referido al-
carécter general_del método de determinacién de los Coeficientes de con-
trol del flujo C_,. Deciamos entonces que bastaba con comprobar experi
mentalmente que el flujo a través del sistema guarda una relacién hi--
_perbdlica con la actividad de una enzima dada, para poder hacer uso de
la expresidn :

cr -1

CI

y determinar asi el Coeficiente de control asociado a dicha enzima. Es
ta caracteristica hace posible estudiar la distribucién de estos Coefi
cientes de control en sistemas metabdlicos in vitro de complejidad su-
perior al examinado en la parte primera, siempre que se pueda seguir -
la evolucidn del flujo del sistema frente a las adiciones de las enzi-
mas que los componen.

En principio, se nos mresentan dJdos situaciones susceptibles de-
ser abordadas. Nos podemos preguntar cémo se distribuyen los Coeficien
tes de control del flujo en sistemas en los cuales doso mas rutas con—
vergen en un mismo punto y cémo se extiende a éste caso la Propiedad-
de la suma. También podria analizarse la distribucién del control en-
aquéllas situaciones en las que una o mas enzimas "desvian" parte del-
flujo en otra direccidén. Este tUltimo planteamiento nos enfrentaria --
con sistemas metabdlicos con Coeficientes de control del flujo negati-
vos para alguno de sus componentes. Estos han sido contemplados en la
teoria desarrollada por Kacser y Burns, sefialando que en estos casos -
la Propiedad de la suma se sigue cumpliendo pudiéndose dar situaciones
en las que algunog de los pasos de reaccidn tengan uh Coeficiente de con
trol del flujo superior a la unidad (enzimas supercontroladoras). -

De las dos posibilidades, la segunda presenta ciertas dificul-
tades desde el punto de vista experimental. Recordemos que algunos de
los controles que se realizaron en el sistema experimental de la Parte
I estaban dirigidos hacia la comprobacién de que no existian fugas sig
nificativas de intermediarios en direcciones diferentes a la del gli
cerol-3-fosfato. Un sistema experimental adecuado para el estudio de=
situaciones de divergencia deberia contemplar dos productos finales al
menos y flujos significativos en ambos casos. Por lo tanto nos veria-
mos en la necesidad de definir un nuevo sistema experimental donde, efec
tivamente, en un punto de la ruta se produjera una bifurcacién del flu
jo de intermediarios. Tendriamos consecuentemente que comprobar que -
son dos los productos finales y analizar después la distribucién de los
Coeficientes de control midiendo flujos en uno sélo de los extremos de
la ruta.

Resulta mucho mas sencillo utilizar el sistema metabdlico ya di
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sefiado para estudiar la primera posibilidad. Si el medio de reaccidén-
contiene glucégeno en concentracién suficientemente alta, es posible--
inducir un flujo significativo desde el glucdgeno a glucosa-6-fosfato-
a través de la fosforilasa-a y la fosfoglucomutasa principalmente. Se
ria suficiente, pues, garantizar un nivel alto de este nuevo sustrato-
en el medio para estar en condiciones de aplicar el método descrito y-
determinar los Coeficientes de control del flujo CE en nuevas situacio
nes metabdlicas.

Nuestro objetivo en esta parte sera, por lo tanto comprobar la -
Propiedad de la Suma en sistemas metabdlicos con rutas convergentes en
un punto, en un sistema experimental semejante al descrito en la Parte
I.

4.2. Sistema experimental.

El sistema experimental es el mismo que se describidé en la par
te I. Unicamente le hemos incorporado un flujo de G6P a partir de glu
cégeno afiddiendo este nuevo sustrato a la mezcla de reaccién. La con-
centracidn de glucdégeno empleada fue 50 mM(expresada en unidades de --
glicosilo) con una concentracién de glucosa de 5 mM. Esta concentra--
cién corresponde aprodximadamente a la que existe en el hepatocito nor-
mal (Start, C. y Newsholme,C.A., 1968; Kalkhoff, R.K.;.et aly 1966).
constante de Michaelis de la fosforilasa-a de higado de rata es del or
den de 0.04 mM(E. Helmreich, 1962) Por lo tanto con esta concentracién
de glucdgeno la fosforilasa-a esta saturada por su sustrato y en condi
ciones termodinamicamente favorables para la transformacién del gluco—
geno en glucosa-6-fosfato. EL resto de las condiciones, asi como los-
métodos empleados para la obtencién y preparacién de las muestras y va
loracidén de act1v1dades en21matlcas fueron los mismos gque se descrlble
ron en la Parte I.

Hay que resaltar que los estudios que se llevaron a cabo en es-=
tas nuevas condiciones constituyen en realidad una continuacién y com-
plemento de los que se realizaron anteriormente, de tal manera que la-
visidén 'sobre la regulacidén del sistema que alcancemos como resultado -
de estos trabajos serad mas amplia y general que la que se tenia hasta-
aqui. El sistema experimental de la Parte I se muestra ahora como una
ruta inserta en una red metabdélica mas compleja, de la que forma parte
y de la que como se podria sospechar no seréa independiente en cuanto a
su regulacidn.

4.3. Materiales y métodos.

Para la obtencién y preparacién de las muestras se siguieron-=-
los mismos procedimientos descritos en 3.3.2.1(péag. 30) Las valoraciones
de proteinas se hicieron por el método de Lowry tal como se indica en-
3.3.2.4(pag.43). Los experimentos de titulacién y el calculoc de los ~
Coeficientes de control del flujo se realizaron segin se indica en - =
3.3.2.6 y 3.3.2.7.
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4.3.1. Determinacién de actividaes enzimaticas.

En los experimentts de esta_parte se determinaron ademas de los
Coeficientes de control del flujo C_ -de la hexoquinasa , fosfoglucosai-
somerasa y fosfofructoquinasa hepaticaslos de la fosfoglucomutasa y fos
forilasa-a. Esto ultimo requiere, tal como se ha indicado, la valora—-
cidén de las actividades enzimAticas presentes en el extracto y de las--
comerciales usadas en los ensayos de titulacidn.

Describimos a continuacidén los métodos para la valoracién de las
actividades de la fosforilasa-a y fosfoglucomutasa. En estas medidas -
se procurd respetar al maximo el "medium" molecular en el cual func1ona
ba el sistema. pH, tampdn, temperatura, y concentraciones de iones y -
cofactores fueron ziempre los mismos que se emplearon en los ensayos de
titulacién.

A. Fosforilasa-a.

A.1. Determ1nac1on de la actividad de la fosforilasa-a hepdti-
ca.

A.1.1. Principio.

El método empleado para el ensayo de la actividad de esta enzi-
ma es una modificacién del descrito por Bergmeyer (1974). Se basa en la
medida de la velocidad de formacidén del NADPH en un sistema acoplado qua
contiene glucdgeno, fosfato inorgénico, G—1,6P2, fosfoglucomutasa y glu
cosa-b-fosfato deshidrogenasa.

. "Ff
Pi +(Glucosa) —2 (Glucosa) no1t Glucosa-1-P.
Glucosa-1 fosfato EQEBM—> Glucosa-6-fosfato.

Glucosa-6-fosfato+ NADP+ £¥ELBE—> Gluconato-6-P + NADPH+, H+

A.1.2. Reactivos.

I. Tampdn hepes 50 mM. pH: 7.4 conteniendo ademias:

KCl 100 mM
MgCl, 10 mM
Pi 10 mM

El tampdén se obtuvo a partir de agua bidestilada y de51on1—
zada recién preparada.

II. Disolucidén de glucdgeno 1 M(en unidades de glicosilo).
III.Disolucién de NADP' 20 mM. '

IV. Disolucién de PGluM y G6P-DH de 40 'y 120 unidades/ml res-
pectivamente.

V. Disolucién de G1,6P2 0.08 mM.
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Todos los reactivos se prepararon en el tampdn Hepes I y se man
tuvieron mientras duraron los experimentos en un bafio de agua a 35¢9C. -

A.1.3. Procedimiento.

A 1.5 ml del'tampén hepes I se afiadieron 100/Ml del extracto y-
el mismo volumen de los reactivos III, IV y V. Se dejd estar durante -
unos minutos inici&ndose entonces la reaccién con 100 ml de la disolu--
cidn de glucégeno. En el volumen final de 2 ml las concentraciones de-
los reactivos en la mezcla de reaccidén y en el blanco fueron:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO
Hepes 50 mM 50 mM
KCl 100 mM 100 mM
Mgcl, , 10 mM 10 mM
Pi 10 mM 10 mM
Glucégeno 50 mM -—
G1 , 6 P2 4 /qM -
NaDp* 1 m 1 mM
PGluM 1 unidad/ml -
G6P-DH . 3 unidades/ml -

Las medidas se realizaron por triplicado en cubetas de 1 cm de-
paso de luz.

A.1.4. Unidad de actividad enzimatica.

La unidad de actividad enzimatica de la fosforilasa-a se define
como la cantidad de enzimas que cataliza la produccién de 1 mmol de G1P
por minuto a partir de glucdgeno, en las condiciones descritas, §a§?d93
en un coeficiente de extincidn para el NADPH a 340 nm de 6.22.10°M cm.

A.2. Determinacién de la actividad de fosforilasa-a comercial.

Se llevaron a cabo estas determinaciones por los mismos métodos
y usando los mismos reactivos que se describen en A.1. La unidad de ac
tividad enzimatica se define de la misma forma que anteriormente.

B. Fosfoglucomutasa.

B.1. Determinacién de la actividad de fosfoglucomutasa hepatica.
B.1.1. Principio.

El método empleado para medir la actividad de la fosfoglucomuta
sa(PGluM) es una modificacién del descrito por John King (1974). Se ba
sa en la utilizacién de la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa como enzima-
indicadora.



63

¥ I
G1P + G1, 6P2-£§£EM—> G1, 6P,+ G6P
G6p + nappt S0P = DH 6-fosfogluconato+NADPH + H'

Hasta hace pocos afios, la dificultad de este ensayo radicaba -
en la no disponibilidad de la G-1,6P,, necesaria para el ensayo. Hoy -
la G1P normalmente utilizada y disponible comercialmente contiene dicho
cofactor en cantidades suficientes para valorar PGluM.

El equilibrio de la reaccidn esta desplazado un 95% hacia la -
formacién del 6-fosfogluconato. La actividad se determina por el cam--
bio de absorbancia a 340 nm debido a la formacidén de NADPH.

"B.1.2. Reactivos.

I. Tampén hepes 50 mM pH 7.4 conteniendo:

KCl 100 mM
MgCl, 10 mM

Pi 2 10 mM

Se prepard con agua bidestilada y desionizada.

II. Disolucién de G1P. 100 mM, conteniendo un 1% de G1,6P2.
IIT. Disolucidén de G6P-DH 40 unidades/ml.
IV. Disolucién de NADP*T 20 mM.

Los reactivos se prepararon con el tampdn hepes I y se mantuvie
ron mientras duraron los experimentos en un bafio de agua a 359C.

B.1.3. Procedimiento.

A un volumen de 1.6 ml del tampdn hepes se le afiadieron 100pm1
del extracto y 100 M1 de las disoluciones III y IV. Se mezcld y se incE
bd durante 5 minutos afiadiendo a continuacién 100 M1 de la disolucién -
del sustrato II. Se registrd el incremento de absorbancia espectrofoto-
métricamente a 340 nm. Las medidas se realizaron en cubetas de cuarzo de
1 cm de paso de luz, con 2 ml de volumen final de mezcla de reaccién.La
concentracién en la mezcla de reaccidén y en el blanco fueron:

REACTIVOS ENSAYO BLANCO |
Hepes 50 mM 50 mM
KCl 10 mM 10 mM
MgCL, 10 mM 10 mM
Pi 10 mM 10 mM
G1P ’ 5 mM ——
c1,6 2, 0.5 mM -
Nappt 1 mM 1 mM
G6P-DH 1 unidad/ml -_

Las medidas se realizaron por triplicado a 359C



64

B.1.4. Unidad de actividad enzimatica.

La unidad de actividad enzimdtica de la fosfoglucomutasa se de
fine como la cantidad de enzima que cataliza la transformacidn de 1 mol
por minuto de GI1P en G6P, en las condiciones de reaccidén descritas, ba-
sado en_un coe¥1c1ente de extincién molar para el NADPH a 340 nm de --

6.22. 103M cm .

B.2. Determinacién de la actividad de la fosfoglucomutasa comer-
cial.

B.2.1. Métodos y reactivos.

Los métodos, reactivos y condiciones experimentales fueron ---
idénticas a las descritas en B.1. La unidad de actividad enzimatica se
define también de la misma manera gue se indicé en B.1.4.

C. Calculos.

La actividad enzimatica se expresa como /4moles de producto pro
ducido por minuto y por mg de proteina en la cubeta de reaccidn segin -
la expresién (ap.3.3.2.3):

Actividad especifica en cubeta = Anx V unidades/mg

At xExp x 1

Expresidén que se reduce a:

Actividad especifica en cubeta = _9-32 .AA unidades/mg

At x p

donde p = miligramos de proteinas totales en cubeta.
A t= incremento de tiempo.

y/A A= incremento de absorbancia.

4.3.2. Constantes de Michaelis de las fosforilasas-a y de las --
fosfoglucomutasas.

Los experimentos de titulacién requieren, tal como se vid arri
ba, conocer el valor de las constantes de Michaelis en las condiciones—
de reaccién tanto de la enzima hepatica como de la comercial. Sin embar
go, los resultados en este aspecto de la Parte I, mostraron que no ha--
bia diferencias significativas entre los valores medidos experimentalmen
te y los descritos en la bibliografia. De la misma forma las activida—
des coincidian con las indicadas por el fabricante.

A la vista de esto, en los ensayos de esta parte se emplearon-
los datos disponibles en la literatura especializada. En el caso delas
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fosforilasas dichas referencias bibliograficas (E.Helmreich, 1969)indi
can que la constante de Michaelis para el glucdgeno en higado son del-=
mismo orden que la del mGsculo. Empleamos entonces el valor de K pa-
ra el glucégeno de 0.04 mM descritos por E.Helmreich, C.Michaelides y-
C.Cori(1967) para la fosforilasa de misculo de conejo. La K_ de la —-
fosfoglucomutasa para la glucosa-1-fosfato fue 0.008 mM(Lowry y Passo-
nneau, 1969). En este caso se did, ademds una situacidn semejante a -
la que se did con la fosfoglucoisomerasa en el sistema metabdlico de la
Parte I: la adicién de esta enzima en ningin caso afectd sensiblemente
al flujo. Con estos valores y las actividades enzimaticas basales se-
determinaron los valores del parametro g. en cada caso tal como se des
cribidé en 3.3.2.7(p&g.47 )construyendo dé este modo las curvas de F -
versus gi. )

4.3.3. Productos.

Ademéds de los productos empleados en estas valoraciones y cu-
yvas referencias aparecen en 3.3.3, se utilizaron:

Fosforilasa-a y fosfoglucomutasa, ambas de misculo de conejo,
de Sigma Chemical,Co., St.Louis, Missouri(U.S.A.).

Glucosa—1—qufato conteniendo un 1% de glucosa 1,6 bifosfato-
glucosa-1,6 difosfato y glucdégeno, también de Sigma Chemical,

Co. 2

Glucosa IGK 0

PGL  PFK
Ge6P—» —»
1 /;GluM

/Ffa.-

Glucogeno

Fig. 4.1.- Representacién esquemdtica del sistema experimen-

tal estudiado en esta parte.

La Ruta convergente I transforma glucosa en G6P por me--
dio de la reaccidn catalizada por la glucoguinasa. La Ruta -
convergente II produce iguaimente G6P a partir de glucégeno -
por la accidn de la fosforilasa-a y de la fosfoglucomutasa -~
principalmente, III representa el tramo comin a partir de G6R
reacciones catalizadas por la fosfoglucoisomerasa y por la --

fosfofructoquinasa.
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Fiujo normalizado
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Fig. 4.2.- Resultados de los experimentos de titulacién en-

las condiciones descritas en la Figura 4.1.

a) Curvas de flujo frente al parametro 9; obtenidas al -
titular con las diferentes enzimas del sistema. EI flujoﬁmg§
tra una relacién hiperbélica respecto a g, en el caso de la -
glucoquinasa (@), fosforilasa-a (H) vy fosfofructoquinasa (o)
mientras que la adicién de fosfoglucomutasa([]) y fosfogluco-
isomerasa(A ) no altera el valor del flujo basal indicando -
con é&sto que sus Coeficientes de control del flujo para la en
zima son nulos.El flujo sin ninguna enzima afiadida se expresa
como 1 en el eje de ordenadas, estando el res;o de los valo--
res de F normalizados con respecto a éste. Las lineas discon
tinuas han sido trazadas arbitrariamente y corresponden a la-

zona de la curva para las cuales no se obtuvieron datos expe-

‘rimentales ya que corresponden a valores de actividades enzi-

maticas inferiores a las que contiene el extracto. Los valo
res de g, para la hexoquinasa estén multiplicados por 10 con-
objeto de ampliar la grafica, mientras que los valores de 9;-

para la fosfoglucomutasa han sido divididos por 10.

b) Se representan los valores de F frente a F/gi. De es-
tas graficas se obtienen los parametros C{ y Cé que nos permi
ten determinar los valores de CE? . Los valores de E‘/gi en -
el caso de la fosfoglucomutasa sé han mulfiplicado por 102 ;
por 10 en el caso de la fosfofructoguinasa, fosfoglucoisomera

sa y fosforilasa-a, y por 10-1 en el caso de la glucoquinasa.

-
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4.4. Resultados y discusién.
4.4.1. Resultddos.

Los primeros experimentos tenian comg objetivo determinar la -
distribucién de los Coeficientes de control C_ en el nuevo sistema meta
bdlico que partiendo de glucosa y glucdégeno converge en glucosa-6-fosfa
to para producir finalmente un flujo de glicerol-3-fosfato. Este sisté
ma aparece esquematizado en la figura 4.1(pag.és5).

A concentracidnes 5 mM de glucosa y 50 mM de glucdgéno se rea-
lizaron titulaciones con hexoquinasa,fosfoglucosaisomerasa, fosfofructo
quinasa.y ademés fosforilasa-a y fosfoglucomutasa. El medio contenia =
una concentracidn 10 mM de glucosa-1,6-bifosfatc. Los resultados obte-
nidos aparecen en la figura 4.2

En la tabla 4.1 se muestran los Coeficientes de control del flu
jo para la enzima obtenidos a partir de los datos experimentales mostra
dos en la figura anterior.

Tramo r
Ecitn  Frzim Actividad basal R ) CE;
I Glucoquinasa 0.07 ¥ 2.1073 3.94%0.19 0.02%1.2.107 0.7 ¥ 0.04
suma de ¢.© (et " 0.74 % 0.04
i i
II  Fosforilasa-a  0.006 £ 3.2.10° 2.4 20.12 0.57%0.0%4 0.50% 3.107
Fosfoglucanutasa  0.14 & 9.8.107° 1.00 —_ 0.00
Suma de cEF (zcEF) II 0.59 ¥ 3.1073
i th »
III  Fosfoglucoisamerasa 0.27 * 8.107° 1.00 —_ 0.00
Fosfofructoquinasa  0.05 % 1.5.10°  1.48%0.08 0.23%0.02  0.32 ¥ 5.107
Suma de cEF : (}:cEF ) III . 0.32 ¥ 5,103
i i
Ruta metabdlica A (Gluccsa — 3 G3P) : (zcEF )+ (zcEF Yoy = 1.06 % 0.053
i i
12 . F F + -3
HE ¢ = 0.91 - 2.27.
Ruta metabSlica B (Glucdgeno 5, G3P) x CE_. )II+ (ZCEi )III 0.91 - 2.27.10
TABLA 4.1.- Parametros del sistema experimental y Coeficientes de

control de flujos a 5 mM de glucosa y 50 mM de glucdgeno. La concentra
cién de proteinas en los ensayos fue de 1.5 : 0.02 mg /ml . La activi--
dad enzimdtica se expresa como micromoles de producto de reaccién prodg
cidos por minuto y por miligramo de proteina. Ci y Cé se obtuvieron a-
partir de los datos mostrados en la figura 4.2. EL valor del flujo -
basal fue 0.020 ¥ 2.46.10_3/wmol/min.mg proteina siendo el resto de -~

los flujos normalizados con respecto a este valor. Los valores son me-

. + . s
dias - S.D. de tres experimentos distintos.
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La tabla. 4.1 muestra cémo se verifica que la suma de los Coe-
ficientes de control del flujo para la enzima de las dos rutas metabdli
cas A y B estd proéxima a la unidad. En el caso de la ruta Glucdgeno -
—— G3P(B) la diferencia respecto de 1 corresponderéd a otras enzimas--
que intervienen en la ruta y que no han sido tituladas, fundamentalmen-
te la glucosa-amilo-1,6-glicosidasa (o enzima desramificante) y que --
participan en el control del flujo del sistema.

Destacamos también el hecho de que(EECE.)I sea aproximadamente
igual a (:ECF_)II,Z&cada ruta convergente le corresponde la misma parte
proporcional del control del flujo de G3P producido, aungue al ser dis-
tinto el ntmero de pasos en cada uno de ellos, la distribucidén dentro -
de cada ruta convergente particular es diferente.

Una vez conocida la distribucién de los Coeficientes de control
de flujos para las enzimas en el sistema completo puede plantearse la -
modificacidén del sistema con objeto de observar la influencia de su es-
tructura cinética sobre la distribucién de los Coeficientes de control-
que analizamos. Para ello se llevaron a cabo, primeramente, dos series
de experimentos complementarios entre si. Lo primero que nos pregunta-
mos fue: ¢Cémo se vera afectada la distribucién de los Coeficientes de

Glucosa _ | 1l

A PGI, PFK

GeP—> —»

11 PGIuM :
Afa. )
, o
Glucogeno
\
Fig. 4.3.-~ Represéntacién esquematica del sistema metabéli
co empleado en los experimentos con CGE = 0.

Se impuso el valor cero al Coeficiente de control de la-
glucoquinasa afiadiendo a la mezcla de reaccidn un exceso de -

~ hexoquinasa comercial (flecha en trazo grueso) de 2 unidades/
ml y manteniendo la misma concentracidén de los sustratos de -

cada rama y las actividades enziméticas presentes en el extrac

to. [En estas condiciones se procedié a titular con las otras

L . . F
« dos enzimas a fin de determinar los nuevos valores de CE .

i
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control examinada, cuando todos los Coeficientes de una de las rutas -
convergentes se anulan? O, dicho de otra manera, si hacemos cero los -
Coeficientes de la fosforilasa-a y la fosfoglucomutasa simultaneamente
ccémo se verdn afectados el resto de los Coeficientes del sistema? Tam
bién nos propusimos responder la misma cuestién modificando en el mis-
mo sentido el Coeficiente de control del flujo de la glucoguinasa.

La anulacién de un Coeficiente de control del flujo para la -
enzima se puede realizar afiadiendo suficiente cantidad de la enzima en
cuestidén de tal manera que posteriores adiciones no afecten el valor -
del nuevo flujo basal. Se empezd por anular el coeficiente de la glu-
coquinasa(Fig.4.3, pag.68 )determinando entonces los coeficientes del-
resto de los componentes del sistema.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se muestran en
la Figura 4.4. (pag. 70.

En la tabla siguiente, Tabla 4.2, aparecen los coeflclentes -
de control en esta nueva situacidén metabdlica.

Tramo :
de . . F
reaccién’ Enzirma S ) %,
I Glucoquinasa 1.00 e 0.00
P . . F
Sum de CE. (X CE, )I - 0.00
i i
II Fosfarilasa -a 1.00 e — 0.00
Fosfoglucamutasa 1.00 _ 0.00
! F F
Suma de CE. (X CE. )II 0.00
i i
. + + -3 +
III Fosfoglucoisamerasa 1.15 - 0.092 0.217 - 8.6.10 0.14 - 0.012
Fosfofructoquinasa 5.33% 0.6 . 2.1 Yo.05 0.8 $o.065
F F +
Suadec, : (£G ) 0.95 < 0.076
i 1
TABLA 4.2.- Parametros del sistema experimental y Coeficientes de-

control del flujo a 5 mM de glucosa y 50 mM de glucdégeno cuando se anuld-
el coeficiente de control del flujo para la glucoquinasa. El flujo basal
fue en este caso 0.066 = 2.6.10_3/41nol/min.mg proteina, superior al caso-
anterior como era de esperar. El resto de los flujos se normalizaron con
respecto a este valor. Los datos son medias b S.D. de tres experimentos-
distintos. Las actividades enzimaticas basales (gque no se indican) fue--

ron las mismas que aparecen en la tabla 4.1, excepto en el caso de la glu

ccquinasa que en este caso fue de 2.05 ynid./ml.mg proteina.



70

v

Flyo normaizado
~

w

w
T

[1.3]

Flujo normalizado
F ol .
T
]

w
T

PGlLuM

Ffa oGl

! s 1 s L L L AN\ 1 | L
2 4 [ 8 N\ 12 2 —3

4

G s ) FIGi (Vuax/ K M)

Fig. 4.4.- Resultados de los experimentos de titulacidén en-

las condiciones descritas en el esquema de la Fi

gura 4.3.

a) Titulacién con las diferentes enzimas del sistema. El
flujo manifiesta ser sensible dnicamente a la adicidén de fos-
foglucoisomerasa (A) y fosfofructoquinasa(0). Las enzimas -
de la ruta convergente II pasan a comportarse de la misma for
ma que la hexoquinasa hepatica: la titulacién con las mismas
no afecta al flujo final. (Fosforilasa-a (M); fosfoglucomuta
sa([J). La glucoquinasa no se representa en esta figura. Las
lineas discontinuas tienen el mismo significado que en la fi-
gura anterior. El flujo basal se expresa como 1 y el resto -
de los valores de F se normalizan con respecto a éste dltimo.
Los valores de g, en el caso de la fosfoglucomutasa se han di

vidido por 10.

b) Representacién de F frente a F‘/gi para la fosfogluco-
isomerasa (A) y para la fosfofructoquinasa(0O). Como es ya -
habitual de estés representaciones se cbtienen los valores -
de Ci ; Cé a partir de los cuales se calculan los Coeficien--
tes CE. . F/gi se ha multiplicado por 10 en esta representa--
cién péra el caso de la fosfoglucomutasa{{]). Fosforilasa - a

(.
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La imposicidén del valor cero al Coeficiente de la glucoquina-
sa acarrea, tal como puede verse, una redistribucién dramatcia del res
to de los Coeficientes. Llama la atencién en primer lugar que las en-
zimas del tramo II dejan de tener responsabilidad alguna sobre el con-
trol .del flujo comportandos; en este sen%loo de la misma forma que la-
otra: ruta convergente: (EZCEl)I = (E:C )II = 0.

Por otra parte las enzimas de la seccidn III pasan a asumlr -
ellas solas la totalidad del control del flujo: la suma de sus Coefi--
cientes de control del flujo es, ahora, casi la unidad, tal como prevé
la propiedad de la suma, y en este caso, por primera vez en nuestros -
experimentos, el Coeficiente de control de la PGI es significativo.

La segunda parte de esta serie de experimentos consistid en -
anular los coeficientes de control del flujo para las enzimas de la Ru
ta convergsnte II. Esto se puede conseguir afiadiendo al medio excesos
suficientes de cada una de las enzimas, manteniendo constante la concen
tracién saturante del sustrato de la ruta. Pero también es posible --
llegar al mismo resultado de manera més cdémoda y segura, afiadiendo un-
exceso de fosfoglucomutasa con una concentracidn saturante de un sustra
to G1P y de su cofactor G1, 6P2. Este Gltimo procedimiento fue el que
se siguid(Fig. 4.5).

Glucosa I oK 111

PGl PFK
P—» —%

G6
%GIUM

» GIP

Fig.4.5.- Representacion esquemdtica del sistema experimental .
F F

rfa~ Cpuiuit O°

usando en estos experimentos: C

Esto Gltimo se consiguid afiadiendo un exceso de tosfoglu

comutasa (1.3 unidades/ml) al medio (flecha en trazo grueso),

en presencia delconcentraciones saturantes del sustrato G1P -

(5 mM) y del cofactor G1,6P2 (0.5 mM). La concentracién de -
glucosa empleada fue 5 mM.

Los experimentos de titulacidn rindieron los resultados expues
tos en la Fig. 4.6 y en la Tabla 4.3. .
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PFK

Flujo normahzado

Flujo normalizado

5 ' 0 1. ) ' 1 2
9 (Vuax 7K\) F19, (Vuax/Kpm)
Fig. 4.6.- Resultados de los experimentos de titulacidn en -

las condiciones descritas en el esquema de la Fig

4.5.

a) Resultados de la titulacidn con hexoquinasa(@), fos- -
foglucoisomerasa(A ) y fosfofructoquinasa(Q) sobre el sistema
metabdlico mostrado en la Figura 4.5. El flujo es insensible
a nuevas adiciones de hexoquinasa, pero responde hiperbdlica-
mente a la titulacién con cantidades crecientes de fosfogluco
isomerasa y fosfofructoquinasa. Los valores del flujo estéan-
normalizados y las lineas discontinuas tienen el mismo signi-
ficado que en experimentos anteriores. Los valores de g; se-
han multiplicado por 10 en el caso de la glucéquinasa con ob-

jeto de ampliar la curva.

b) La representacidn de F frente a F/gi rinde lo mismo -

gue en casos anteriores los valores de Ci y Cé de donde se ob

tienen los distintos Coeficientes CEF .
i
La redistribucién de los coeficientes de control del flujo adop
ta la misma forma que en el caso de la Tabla 4.3: Por una parte,

. F F
= = 0
Cox (ZZcEi)II
Por la otra:
(ZcF )

E; III
1 F F . .
de tal forma que los valores particulares de CPGI y CPFK coinciden con
los medidos en los anteriores experimentos.
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Tramo
de , , F
i4n . C_l C2 CEi
I Glucoquinasa 1.00 —_ . 0.00
F F
: ¥
Suma de CE, H (X CE. )I 0.00
i i
II Fosfarilasa - a 1.00 —_ 0.00
Fosfoglucomutasa 1.00 — 0.00
F F
Suma de CE. (= CE, )II 0.00
i i
11 Fosfoglucoisamerasa 1.11 T 0.066 0.165 £ 1.63.107 0.1% 1.4.107
Fosfofructoquinasa 8.5 0.2 3.697% 0.5 0.88%1.25.107
F F F +
Suma de G (2 CE. )III = ( o )T 0.98 - 0.07
i i i
TABLA 4.3.- Parémetros del sistema experimental y Coeficientes -

de control del flujo a 5 mM de glucosa y 5 mM de G1P (0.5 mM de G1,6P2).
El flujo basal en estos experimentos fue 0.066 ¥ 2.6.10_3/umol/min.mg -
de proteina, igual al caso anterior. Los valores del flujo se‘normali—
zaron con respecto a este valor. Las actividades enzimdticas basales -
fueron las mismas que en anteriores experimentos, excepto en el caso de
la fosfoglucomutasa, en cuyo caso se afiadié de la enzima comercial has-
ta 1.44 unidades/ml mg proteina. Los valores son medias ¥ 5.p. detres

experimentos.

Estas dos Ultimas series de experimentos indican pues, que al
afiadir un exceso de hexoquinasa o fosfoglucomutasa estando ambas signi
‘ficativamente saturadas, el sistema, en lo que al control del flujo se
refiere se ha simplificado pasando a residir todo el control en los pa
sos del tramo III. -

Ciertamente, cuando ponemos un exceso de hexoquinasa o fosfo-
glucomutasa, estando ambas enzimas saturadas, no hacemos otra cosa que
liberar la produccién de glucosa-6-fosfato de cualquier limitacién o -
impedimento cinético. Al quedar asi liberada la formacién de este pro
ducto el flujo final(medido como produccién de glicerol-3-fosfato por-
unidad de tiempo)depende Unicamente de lo que ocurra entre dicho inter
mediario y el glicerol-3-fosfato. Esto es equivalente a la reduccidn-
del sistema metabdlico a los dos pasos finales.

Para comprobar este punto se realizdé una serie de experimentos
complementarios: Se incubd el sistema experimental como en ocasiones -
anteriores, pero afiadiendo en este caso, en lugar de un exceso de cual
quier enzima, una elevada concentracién de glucosa-6-fosfato: 7 mM. Si
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efectivamente es la liberalizacién de la produccién de glucosa-6- -fosfa
to, la responsable de la redistribucidn de los Coeficientes de control
en las actuales condiciones el sistema debe mostrar el mismo comporta—
miento. Estos experimentos aparecen eqquematlzados en la figura siguien
te.

Glucosa | .
~g PG 1l PFK
:GGP —>
| u’,,”PGluM
, ,2 Fia.
Glucogeno

Fig. 4.7.- Representacién esquematica del sistema metabélico

empleado en los experimentos siguientes.

Se afiadidé al medio de reaccién,que contenia una concen--
tracién 5 mM de glucosa y 50 mM de glucdgenc, una céncentra—-
cién 7 mM de glucosa-6-fosfato (Recuadro en trazo grueso), -
procediendo a continuacién a titular con todas las enzimas --

del sistema incluyendo las que figuran en lineas discontinuas.
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Los resultados de esta serie de experimentos se muestran en

la Figura. 4.8.y en la tabla 4.4.

!
-

[
1

Flujo normalizado
n

®

)

Flujo normalzado

PGluM
L . I L L A

13 1 2
Gy Viean 1K)

Fig. 4.8.- Resultados de los experimentos de titulacién en —-—

condiciones descritas en la Figura 4.7.

a) La titulacién con fosfofructoquinasa(O) y fosfoglucoi
somerasa(A) afectan al flujo del sistema dando Coeficientes-
de control del flujo significativos. EIl resto de las enzimas
no influyen sobre el valor del flujo basal. Glucoquinasa(@ )
fosforilasa-a (M) y fosfoglucomutasa([]). El valor-1 repre-
senta el flujo basal y respecto a &l se normalizaron el resto
de los valores del flujo. Las lineas discontinuas, al igual-
que en ocasiones anteriores se han trazado arbitrariamente y-
tienen el mismo significado. Los valores de g de la fosfo--
glucomutasa han sido divididos por 10 y los de la fosfofructo

quinasa multiplicados por el mismo factor.

b) La representacién de los datos de la Figura-4.8(a) --
nos permite calcutar los valores de Ci y Cé y a partir de ellos
determinar los Coeficientes de control del flujo para las di-
ferentes enzimas. En el caso de la fosfoglucomutasaF/gi se -

ha multiplicado por 10.

FIQi (Vieax/ K)
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Tramo
de , o F
icn Enzi C.I C2 CEi
I Glucoquinasa 1.00 — 0.00
F F
Suma de CE. (ZCE. ) 1 0.00
i i
I Fosforilesa - a 1.00 —_ 0.00
Fosfoglucamitasa 1.00 —_— 0.00
F F
Suma de G (Z\.E. )II 0.00
i i
. + + + -3
III Fosfoglucoisamerasa 1.16 - 0.058 0.2 - 0.02 0.13 - 5.10
Fosfofructoquinasa 9.47%0.47 4.31 0.3 0.89 £ 0.07
F F F +
Suma d : = .02z
e G (2G g (Zc g 1.02 = 0.08
i i i
TABLA .4.4.-~ Parametros del sistema y Coeficientes de control del
flujo a 5 mM de glucosa, 50 mM de glucégeno y 7 mM de G6P. El flujo ba

sal en este caso coincidid con el de las dos Gltimas series de experimen

tos, siendo 0.066 * 2.6.10_3/umol/min.mg proteina. Los otros valores

del flujo se normalizaron con respecto a este valor. Las actividades -

enzimaticas basales fueron las mismas que en experimentos anteriores, -
. . s . o . +

asi como las enzimas auxiliares afiadidas. Los valores son medias - S.D.

de tres experimentos separados.

Como puede verse, el sistema se comporta de la misma forma que
en los dos casos anteriores. Podemos afirmar por tanto, que al liberar
se la formacién de glucosa-6-fosfato de cualquier restriccién, bien -
sea adicionando un exceso de hexogquinasa, bien sea afladiendo un exceso
de fosfoglucomutasa, se proporciona una concentracién tal de glucosa-6
-fosfato, que el efecto global es reducir practicamente el sistema me-
tabdlico a dos tnicos pasos: los catalizados por la fosfoglucoisomera
sa y fosfofructoquinasa. -

Finalmente, se procedié a anular, por el procedimiento ya in-
dicado, los coeficientes de las enzimas del tramo III. En estas condi
ciones titulamos con hexoquinasa, fosforilasa-a y fosfoglucomutasa: -

Fig. 4.9 y 4.10 y tabla 4.5.
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Fig. 4.9.- Representacién esquemidtica del sistema metabdli-

co empleado en los siguientes experimentos.

Los Coeficigntes de control del flujo por la fosfogluco-
isomerasa y fosfofructoquinasa se hicieron cero.por.adicién -
de 1.5 unidades/ml y 2.4 unidades/ml respectivamente(Flechas-
en trazo grueso). Se llevaron a cabo experimentos de titula-
cidén,a 5 mM de glucosa y 50 mM de glucdgeno en el medio como-
sustratos,con las enzimas fosforilasa-a, fosfoglucomutasa y -

hexoquinasa.
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Fig. 4.10.- Resultados de los experimentos de titulacién en-
las condiciones descritas en el esquema de la Fi

gura 4.9.

a) La titulacidn con hexoquinasa(@) y fosforilasa-a (M)
provoca una variacién hiperbdlica significativa en el flujo =
del sistema, mientras que la fosfoglucomutasa (0J) no lo afec
ta apreciablemente. Como en otras ocasiones los flujos se --
normalizaron respecto al flujo basal( 1 en el eje de ordena--
das) y se trazaron arbitrariamente las lineas discontinuas. -

Los valores de g, han sido multiplicados por 10 en el caso de

la glucoquinasa y por 10_'l en el de la fosfoglucdmutasa._

b) La representacién de los datos experimentales de la -~

Figura 4.10 (a) rinden en ésta los valores de C; y C, a par--

1 2
tir de los cuales se obtienen los correspondientes Coeficien-
tes de control. Los valores de F/gi aparecen divididos por -
10 en el caso de la glucoquinasa y multiplicados por el mismo

factor en el caso de la fosforilasa-a y la fosfoglucomutasa.
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Tramw .
de . , . F
reaccién "Enzima G : < CEi
- + + +
I Glucoquinasa 20.22 - 1.41 1,41 - 0.11  0.95 - 0.085
F F
Sumade G v (EG )y 0.95 % 0.085
i 1 .
. + + +
II Fosfarilasa - a . 2.93 - 0.23 0.8 - 0.056 0.66 - 0.031
Fosfoglucamitasa 1.00 —_ 0.00
F _F
Sumde G i (E Iy 0.66 £ 0.031
i i
III Fosfoglucoisanerasa 1.00 — 0.00
Fosfofructoquinasa 1.00 D — 0.00
F F
Suma de CE:. : (ZCE. )III 0.00
i i
TABLA 4.5.- Parémetros del sistema y Coeficientes de control del

flujo a 5 mM de glucosa y 50 mM de glucégeno después de hacer nulos los
Coeficientes de control de la fosfoglucoisomerasa y fosfofructoquinasa.
En este caso el flujo basal fue 0.032 bt 2.24.10_3/Mmol/min.mg proteina.
Las actividades enzimiticas basales fueron las mismas que en anteriores
experimentos salvo en el caso de la fosfoglucoisomerasa,1.77 unidades /
ml.mg proteina, y de la fosfofructoquinasa, 2.45 unidades/ml.mg protei

. + .
na. Los valores son medias - S.D. de tres experimentos.

Al anular los Coeficientes de las enzimas del tramo III estamos-
transformandolas en enzimas auxiliares(véase Parte III).El sistema que
da entonces como dos rutas metabdlicas con un mismo producto final, la
G6P. En cada ruta, considerada individualmente, los Coeficientes para-
las enzimas habréan de symar uno.Esto es lo que efectivamente ocurre con
la ruta convergente I(Cgg =1).En el caso de la ruta convergente II.2Cp.
=0.66.Como ya hemos sefialado lo que resta hasta uno correspondera a la
amilo 1-6 glucosidasa que actila sobre el glucégeno y que tiene un Coefi
ciente de control distinto de cero. N

4.2.2. Discusidn.

4.2.2.1. Enunciado de la Convergencia del control.

Los resultados de esta Parte.IIl,anteriormente mostrados,se han
obtenido empleando el método experimeptal para determinar Coeficientes
de control del flujo para la enzima Cp descrito en la Parte I. Estos-
resultados prueban la aplicabilidad de la Teoria del control de flujos
a sistemas metabdlicos como los descritos.

Por otra parte, la serie de datos experimentales mostrados nos
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permiten enunciar el siguiente corolario de la Convergencia del control:

"En un sistema metabdlico con varias rutas convergentes en un pun
to se cumple la Propiedad de la suma para cada ruta lineal que se pue-
da considerar en el mismo, verificéandose tamblen que la suma de los Coe
ficientes de control del flujo para la enz:Lma(CE) de todas las enzimas
de cada una de las rutas convergentes hasta el punto de convergenc1a es
igual para todas ellas en cualquier situacién metabdlica."

Este corolario aparece ilustrado en la Fig.4.11.

B

| IEBO

C
I Ea A/ECO
A ) . ‘/EC1
EAO\ j EB .-
/ Ecn

n F- _ n F
l CEAO %CEBI hEoCECa'g(CE)‘
lEX!

Exn
P

Fig. 4.11.- La suma de los Coeficientes de control del flu-.
jo CEF de todas las enzimas de cada una de las
distintas rutas metébélicas que convergen en X, hasta el pun-

to de convergencia es igual para todas ellas.

2
F
CEF = e = § CEF
A 1=0 B. . C,
o) i i=o i
Ademas para cada ruta individual A P, B PJ -
d ¢ —> P se cumple la propiedad de la suma
n F
CE + Z CX. = 1
A i=0 1
e}
2 F n F
¥ CB. + 5 CX =1
i=o i i=o i
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En la Figura 4.12 se muestran juntos y esquemiticamente los re-
sultados obtenidos en las diferentes series de experimentos realizados

en esta parte.
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Fig. 4.12.- Representacidén esquematica de las cinco series -
de experimentos realizados a partir del sistema-

experimental descrito en la Parte II.

En -cada esquema aparece representado esquematicamente el
sistema metabdlico empleado en cada caso, con indicacidén de -
las enzimas que participan y de los Coeficientes de control -
del flujo de cada uno de ellos. En el esquema central 1 se -
puede observar cémo se cumple con buena aproximacidn el coro-
lario antes enunciado, con la salvedad del Coeficiente de con
trol no nulo de las amilo=-1,6-glucosidasa (enzima desramifi--
cante). A partir de esta descripcién de la regulacién del --
sistema metabdlico se procedid a realizar dos series de expe-
rimentos complementarios entre si, 2 y 3. Observamos enton--
ces que el corolario se sigue cumpliendo sih restriccidn algu
na. Estos resultados nos sugirieron los experimentos mostra-
dos en 4. Efectivamente la distribucién de los Coeficientes-
de control del flujo es andloga a la de los dos experimentos-
anteriores. Ademds estos resultados apoyan la hipdtesis de -
gue la liberacién de la produccién de glucosa—6-fosfatosimpli
fica el sistema metabdlico, en lo que a la distribucién de --
los Coeficientes de control se refiere, a dos Unicos pasos: -
los catalizados por la fosfoglucoisomerasa y por la fosfofrug
toguinasa. Los resultados mostrados en el esquema 5 también-
ilustran el corolario: la redistribdciéq ae los Coeficientes
de control que se produce se ajusta también a lo predicho por
el corolario, sumando 1 cada una de las rutas convergentes(la
enzima amilo-1,6-glucosidasa tendrié en este caso un Coefi- -

ciente de control para el flujo de 0.3 aproximadamepte).

4.2.2.2. Demostracidén de la Convergencia del control.

El corolario de la Convergencia del control, que en el aparta
do anterior se enuncidé empiricamente, sobre la base de una serie de re
sultados experimentales obtenidos en un sistema experimental en varia-
das situaciones metabdlicas es, no obstante, susceptible de ser demos-
trado tebéricamente. Este hecho le confiere un caracter general al mls
mo nivel que el de la Propiedad de la Suma.

Asi,consideremos un sistema metabdélico como el mostrado en la
Fig.4.13,donde una serie de cadenas enzimdticas lineales convergen en-
un intermediario metabdlico comin X, el cual es posteriormente transfor



83

mado en P por otra secuencia de reacciones catalizadas enzimdticamente.

. Fig. 4.13.- Sistema metabdlico con n rutas convergentes en X.

; : i i .
Cada serie de enzimas E1, E2 Joemen E1, Ez, . En cons

tituye una ruta lineal cuyo flujo es F.

Haciendo uso de la definicién del Coeficiente de control del -
flujo para la enzima podemos escribir:

1 1 ' 2 2 n
dF_ _ F dey L F de, o de, L F de o cF dey
F  El " el— E) el *tctTYE2 2 g2~ 2 E oo

1 1 2 72 . 1 €] 2 ey 174
P % F 4 F d
a e
+Cn —— 4 teenn- ~1 : n 4.1
Eg oD M + cE1 ot Cg e 4..... +CEn — ( )
2 1 2 éz n
Esta ecuacidén expresa que el cambio fraccional . total en -

el valor del flujo final(dF/F) es igual a la suma de las contribuciones
‘de cada uno de los pasos enzimaticos al cambio fraccional total. Dichas
contribuciones parciales son el producto del Coeficiente de control del
flujo para la enzima(CE )por el cambio fraccional que se pueda producir
en el parametro enzimitico e correspondiente a cada enzima particular -~
(de/e).

En un sistema como el mostrado en la figura 4.13 podemos provo
car un cambio fraccional, & , en los parémetros e de todas las enzimas -
E. vy E;» correspondientes a la primera de las ramas convergentes y al -



tramo final comin a todas:

deT de.
i i

1 = = d
e, e,
i i

, ' - . 2
dejando inalterados los parédmetros e del resto de las enzimas (E° ,E?...

E ). En estas condiciones se habra produc1do un cambio fracc1onél e -
1gual magnitud en el valor del flujo: dF/F = .

La ecuacidén (4.1) se simplificara entonces, al ser:

de? de3 den
i _ i -~ 0
2 - 3 TttttcccT n -
e e, e
i i
quedando
de'1 de1 de de
dr F. ] F 2 F 1 P 2
_F_ = = CE1 7 - + CE1 1 Feeene + CE o + CE s teeea
1 e 2 e 1 1 2 2
1 2
De donde
n F n F
Cgl + ZCE. = 1 (4.2)
i= 1 1 1=1 1

‘La ecuacidén(4.3)es una expresién de la Propiedad de la suma:"En
cualquier ruta lineal que podamos considerar en el sistema metabdlico -
que estudiamos se cumplird que la suma de todos los Coeficientes de con
trol es la undiad".

. . . : 2

Si hacemos a continuacién los mismos cambios en las enzimas El

y El (segunda ruta convergente y tramo comdn correspondiente) llegamos-
por los mismos razonamientros a una expresidn anédloga a la (4.2).

n F n F
> g2 t 2 G =1
i=1 1 i=1 i
Para una serie de cambios de este tipo en cada ruta convergen-—
tes obtendremos la serie de ecuaciones (4.3).

F n F
i=1 71 i=1 i
n F n F
SCp2 + =C = 1 (4.3)
i=1 1 i=1 i
n F n _F
.ZCE3 + Z_CE = 1
i=1 71 i=1 i
n F n F
ZCET} + s CE = 1
i=1 1 i=1 1
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De este conjunto de ecuaciones se sigue gue:
n F n _F " n F n F_
S°Cp1 == Cg2 = =Cp3 = ceeeeenee. = 2 C E (4.4)
i=1 71 i=1 "1 i=1 i i=1

que expresa la segunda parte del corolario de la Convergencia del con--
trol: "la suma de los Coeficientes de control del flujo para la enzima-
(C2) de todas las enzimas de cada una de las rutas convergentes hasta -
el punto de convergencia es igual para el conjunto de todas ellas en --
cualguier situacidén metabdlica”. :

4.2.2.3. Consecuencias metabollcas de la Convergencia del con
trol.

El corolario de la Convergencia del control, que como se ha vis
tp ha sido confirmado experimentalmente en un sistema metabdlico in vi—
tro, nos permite aproximarnos al mapa metabdlico provistos de nuevos re
cursos para interpretar y entender cuantitativamente las relaciones en-
tre los diversos subsistemas metabélicos que pecdamos definir en &l. A-
la luz de esios principios conceptuales y en los métodos experimentales
de la misma naturaleza que el descrito anteriormente es posible cuanti-
ficar, al menos in vitro. el peso relativo gue sobre la regulacidn de un
fiujo metabdlico determinado tienen las distintas rutas que converjan -
hacia un intermediario comin.

La aplicacién del corolario de la Convergencia del control al-
mapa metabdlico conocido nos lleva a algunas conclusiones inmediatas.

Una 1nspacc1on incluso superficial del mapa nos revela la exis
tencia de varios intermediarios metabdlicos que constituyen puntos de -
cruce de numerosas vias metabdlicas, tanto sintéticas como degradativas
Quizés el mas destacado sea el acetil-CcA, el cual ocupa una posicién -
central entre numercsos procescs de principal importancia(glucolisis,Q—
oxidacién, ciclo de lcs acidos tricarboxilicos, sintesis y degradacidn-
de amino&cidos,etc.). Otros destacados podrian ser el &cido glutémico-
(degradacién de Argimina,Prolina y Glutamina, o el succiril-CoA piruva-

to, lucosa-6-fosfato, ¥ -cetoglutarato, etc.).

. Pues bien, el corolaric de la Convergencia del control nos di-
ce que podemos elegir una ruta lineal cualquiera que pase por uno de -
esos puntos de encrucijada metabélica de tal manera que se habra de cum
plir que la suma de los Coeficientes de control del flujo de las enzimas
dé: dicha ruta sumaran la unidad. Pero ademas la suma de esos Coeficien-
tes de control de cualquier rama convergente hasta el intermediario co-
min serd lo mismo que la de cualquier otra rama. Y asi ocurrird, que -
si en una situacién metabélica dada, una de las miltiples rutas conver-
‘gentes funciona de tal manera que su control sobre el flujo total es mi
nimo, esto supondrd que también serd minimo el control que cualquiera -
de las otras rutas convergentes tenga sobre el mismo flujo del sistema,
residiendo la mayor parte del control del flujo en los pasos comunes.
(Esquemas metabdlicos 2 y 3 en la figura 4.12). BAndlogamente, si la si
tuacidén es la inversa(el control residiendo principalmente en los tranos
convergentes) los pasos comunes apenas tendran entonces responsabilidad
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La aplicacidn

del corolario de la Convergencia del control y sistemas metabdlicos com

plejos se ilustra en la figura 4.14.

Fig. 4.14.- BAplicacién del corolario de la Convergencia del-

Control a un sistema metabdlico complejo.

El valor de la suma de los Coeficientes de control de -
la rama I es igual al de la rama II y al de la rama III, y su
man con los Coeficientes de control de. la rama IV la unidad.-
En cada rama metabélica por su parte podra aplicarse a su vez
el corolario. Asi, en la rama I la suma de los Coeficientes—
de control del flujo de las ramificaciones I', II" y I"' seran
iguales entre si y sumah con los del resto del tramo I y los-

del tramo IV la.unidad. Lo mismo se aplica al tramo II.

Ya no es posible, pues(nunca lo ha sido, pero ahora menos que-
nunca) ignorar que en los sistemas vivos la regulacién de una ruta meta
bdlica cualquiera, depende de lo que ocurra en cualquiera otra que ten-—
ga un intermediario comiin con ella(situacidén por lo demés muy generali-
zada), asi como de lo que pueda ocurrir en la propia ruta metabdlica.
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Isoenzimas..

Otra consecuencia metabélica de interés se refiere al control-
sobre el flujo que tienen los sistemas de isoenzimas. Estos pueden ser
entendidos como un caso particular de rutas convergentes en un punto,de
tal manera que distintas enzimas (isoenzimas) catalizan una misma trans
fomracidén para rendir un producto(intermediario metabdlico) comin (Figu-

ra 4.15).
A

P

Fig. 4.15.- Aplicacién del corolario de la Convergencia del-

Control a los sistemas isoenzimaticos.

Las reacciones catalizadas por las isoenzimas I1, 12 e

13 que transforman en X2 sus sustratos ( el mismo para los --
tres)son rutas convergentes en X,

La aplicacién de la Convergencia del control a esta situacidén-~
nos lleva a la conclusidn de que todas las isoenzimas tienen el mismo -
Coeficiente de control sobre el flujo del sistema. Se trata de rutas -
convergentes en un punto, aunque se dé la circunstancia de que el sustra

to de todas ellas sea el mismo:

) Contemplado desde otro punto de vista llegamos a la misma con-
clusién. El Coeficiente de control del flujo para la enzima, en el ca-
so de una ruta lineal viene dado, segin se ha visto en la Parte I, por-

la expresidn:
c: -F

F
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cuando: .

Cl e

1

- Cyte
donde C! representa el flujo madximo que se obtiene al liberar la trans
formacidn que se estudia de toda limitacién cinética. Puesto que en -
este caso la transformacidn es comin a todas las isoenzimas,C! seri el
mismo para todas ellas y por lo tanto todas tendran el mismo Coeficien
te de control. Pré&cticametne ya hicimos uso de esto cuando en los ex-—
perimentos de titulacién empledbamos enzimas de cualquier fuente blOlO
gica(es decir, isoenzimas en sentido amplio).

No obstante, a pesar de tener el mismo Coeficiente de control,
puesto que las isoenzimas tienen distintas K ( en general valores dife
rentes de las constantes individuales de velocidad y afinidad para dis
tintos ligandos) la sintesis de una determinada cantidad de una de las
iscenzimas produce distintos efectos sobre la redistribucién del con--
trol que la sintesis de la misma cantidad de otra. No debemos, tampo-
co, olvidar que el Coeficiente de control del flujo para la enzima es-
uno de los Coeficientes que es preciso conocer para alcanzar una ima--
gen completa de la regulacién de cualquier sistema. Junto a los cita-
dos Coeficientes de control, los Coeficientes de elasticidad son 1mux£
cindibles para escribir la regulacién de una ruta metabdlica. Las dis
tintas formas isoenzimaticas, al tener valores de K diferentes tendran
en general Coeficientes de elasticidad para sus sus%ratos y productos.
Lo mismo ocurrird con sus elasticidades para otros ligandos. Elastici-
dades y Coeficientes de Control estdn, por otra parte, relacionados en
tre si por la Propiedad de la suma y la Distribucidén de la respuesta.-
Diferentes proporciones de isoenzimas en una ruta metabdlica tienen, -
por lo tanto regulaciones diferentes.

4.4.2.4. Generalizacién de la Propiedad de la suma.

La Propiedad de la suma, descrita por Kacser y Burns, junto con
el corolario de la Convergencia del control que hemos descrito antes ,
nos permiten aproximarnos al mapa metabdlico con los recursos concep—-
tuales precisos para estudiar el control de cualquier ruta metabdlica-
que en €l podamos considerar y comprender el alcance exacto de la in--
formacién que se derive de dicho estudio.

El estudio de la regulacidén de cualquier ruta metabdlica exige
primeramente, definir la ruta en cuyo control estamos interesados. Es-
ta definicidén implica la eleccién de un punto de partida(uno sélo)aun-
que dicho punto inicial pueda ser cualquier intermediario metabdlico,-
intra o extracelular, y de un flujo final de dicha ruta. No hay nin--
- guna limitacidén respecto a la existencia de ramas divergentes que —~--
desvien parte de los intermediarios hacia un producto final diferente-
de aquel cuya velocidad de formacién constituye nuestro flujo de refe-
rencia. Asi definido el sistema metabélico, la Propiedad de la suma -
nos dice que la suma de todos los Coeficientes de control del flujo pa
ra la enzima es la unidad, pudiendo existir enzimas cuyos Coeficientes
de control tengan valores negativos(enzimas que desvien alglin interme-
diario de la ruta hacia productos finales distintos del final conside-

-
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rado).  Si elegimos cualquier otro punto de partida de forma que elnue-
vo sistema metabdlico, tenga el mismo flujo dp/dt de referencia, encon
traremos que de nuevo se cumple la Propiedad de la suma, cumpliéndose:
ademas, que si el nuevo sistema metabdlico coincide con el primero en-
el tramo final, la primera parte del mismo constituye una ruta conver-
gente y por tanto la suma de sus Coeficientes de control es la misma -
que la de los correspondientes del primer tramo de la ruta inicialmen-
te considerada (Convergencia del control). Esto queda ilustrado en -
la figura 4.16.

Fig. 4.16 - Aplicacién de la Propiedad de la suma y del Coro
lario de la Convergencia del ‘control al mapa me-

tabélico.

En un mapa metabdlico se define una futa metabélica eli
giendo un punto de partida y un flujo final de referencia. -
Asi, en el sistema representado en la figura es posible defi-
nir varias rutas metabélicas. Una de ellas podria ser la que
empieza en A y termina en P inclyéndo a las ramificaciones --
que conducen a los productos Q, R, Sy T. Para dicha ruta,la
suma de todos los Coeficientes de controi es la unidad. Las
enzimas que catalizan la transformacién de X1 enQ, Ry S y-
las que transforma X2 en T tendran Coeficientes de control ne .
gativos. A partir ae D y nasta P se pueGe gefinir otra ruta-~
metabélica. En este caso los Coeficientes de control de las-
enzimas que van desde D hasta X (incluyendo la que produce V)
suman lo mismo que los Coeficientes de control de las enzimas
que conducen de A a X. Otra ruta metabdélica que podriamos --
considerar es la que va de A a Q. Para este caso los razona-

mientos anteriores se aplican igualmente.
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Al aproximarnos de esta forma al mapa metabdlico se hace evi-
dente que para responder a la pregunta sobre la importancia reguladora
de una determinada enzima, es preciso dejar bien establecido de qué ru
ta se trata, sefialando el producto final de la misma y las posibles ra
mificaciones divergentes que pueda presentar, ya que definido un pro--
ducto final al que se llega mediante varios sustratos alternativos,el
Coeficiente de control de una enzima determinada es el mismo para ‘todas
las rutas que pasen por ella. Una enzima dada, pues, tendrd un control
mayor © menor sobre el flujo seglin el sistema metabdlico del que forme
parte. Pero ademds, dicho control serd diferente segin el estado meta
bélico que consideremos, segin el drganoc o tejido en el que dlcha'hﬁms
formacién global esté ocurriendo y finalmente segéin el organismo de --
que se trate. Asi la fosfofructoquinasa, por ejemplo, tiene un control
importante en la regulacidén de la glicolisis desde glucosa a lactato -
en eritrocito de mamifero(Heinrich y Rapoport, 1974, a,b y c), pero --
esa misma enzima probablemente tendr& distinta relevancia en el control
del flujo de ureaen.la ruta que va desde la glucosa a dicho producto -
final en el higado normal de mamiferos. '

Los €Coeficientes de control del flujo para la enzima son,pues,
Coeficientes relativos y ocasionales que dependen del sistema metabdli
co, que se considere; de la situacidén metabdlica en la que dicho siste
ma se encuentre, asi como del érgano o tejido y de la especie de que -
se trate.



5. PARTE III. Consecuencias tedricas y practicas de la Cinética -
de rutas metabdlicas.

5.1. Concepto de constante de Michaelis de una ruta metabdlica:
By :

Los estudios cinéticos de enzimas individuales han conseguido -
aportar un conjunto de valiosa informacidn sobre el comportamiento de-~
cada enzima con respecto a miltiples variables. Ahora bien, el siguien
te paso, la integracién de todos estos datos en un sistema complejo pa
ra obtener 'una funcidn explicita del flujo de la ruta metabdlica, supo
ne el planteamiento de ecuaciones cinéticas complejas de dificil o im-
posible solucidn explicita. Sin embargo, una forma de resolver esta -
cuestidn es el estudio cinético global del proceso con métodos simila-
res a los de la cinética enzimédtica clésica, con la diferencia de que-
donde antes se estudiaban transformaciones individuales ahora se estu-
dian transformaciones globales. Este planteamiento se denomina Cinéti
ca de rutas metabdlicas. -

La cinética de rutas completas suministra informacién global de
la ruta, de tal manera que cuando se perturba un paso en concreto el -
dato gue se obtiene estd referido al sistema completo, pues indica el-
efecto global sobre el flujo, no sobre la velocidad de un paso.

5.1.1. Teoria.
Para desarrollar nuestro modelo, consideraremos una riuta metabo

lica lineal semejante a la descrita anteriormente:

E - E E
X X n P
A 2 K 15 X 2, 0

[

Cuando dicho sistema metabdlico alcance el estado estacionario,
la ecuacidén de velocidad de cada paso vendrd dada, como ya se ha vistog
por la ecuacidn:

v. (i %isn)
v K. Kogt
i =" o (5.1)
1 +1 —i +——i+1
. K.
i i+1

4
En el caso particular de que sea la primera enzima de la ruta,-
la ecuacidén anterior tomard la forma:

AYE- (a - 71)
v = Ky Kqu .
a = > (5.2)
x
T+ + !
K
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A Hasta este momento no hemos hecho otra suposicidn que la de ad-
mitir un comportamientoc michaeliano de las enzimas de la ruta y de la-
primera en particular. Damos entrada ahora a una segunda y mis trascen
dental premisa. Supondremos que la ruta metabdélica en conjunto se com
porta como una enzima michaeliana; es decir, el flujo que la atraviesa
guarda con relacidén a la concentracidn del sustrato del sistema una re
lacién hiperbdlica de tal manera que el valor del flujo para cada con-
centracién dada del sustrato XO viene dado por la ecuacidn siguiente:

FMX (a - P )
¢A Ke A,n
F o= ! (5.3)
1 +¢a + ¢p
A P

Obsérvese que para el caso de flujo inicial (p=0) esta expresiin
queda reducida a una ecuacién semejante a la de Michaelis.

En la ecuacidén (5.3) FMX representa el flujo méximo del sistema,
en el mismo sentido que la Vyy de cualquier enzima: el flujo que atra
viesa el sistema cuando éste se encuentra saturado por su sustrato A.
¢A simboliza la "constante de Michaelis" del sistema para el sustrato
A. Representa la concentracidén del sustrato que produce un flujo ini-
cial, la mitad del flujo méximo Fyy. De la misma manera ¢P representa
la constante de Michaelis del sistema para el producto P.

Al plantear esta segunda hipdtesis, estamos ahondando en la ana
logia entre el comportamiento de una enzima aislada y el que manifies=
ta un sistema metabdlico completo. Ciertamente, lo que distingue a --
una analogia posiblemente justificada de otra fortuita es la naturale-
za relativamente profunda o superficial de las relaciones que sugiere.
Al hacer esta suposicién sospechamos que una profundizacién en las con
secuencias de este planteamiento podra revelar la.existencia de un iso
morfismo entre los conceptos que se manejan al describir la cinética -
de una enzima individual y los que se puedan definir al tratar con ru-
tas metabdlicas completas. Por otra parte, la idea de un comportamien-
to michaeliano en una ruta metabdlica tiene algunos antecedentes.

A.K.Gro&n(1982) parte de la misma premisa para determinar el --
Coeficiente de control del flujo de la PEP-Carboxikinasa en la ruta --
gluconeogénica en hepatocito de rata, por medio del uso de inhibidores
.a partir dslos datos experimentales aportados por Rognstad(1979) y Aker
boom (1979) para la inhibicién por 3-mercaptopicolinato. -

. J.A. Burns(1968,1969) describe un sistema consistente en una ca
dena de 5 enzimas cuyo flujo se computd en un rango de concentraciones
del sustrato inicial A. El flujo mostrd crecer a medida que aumenta-
ba a hasta alcanzar un valor méximo que permanecia constante al aumen-
tar de nuevo a.
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Para los sistemas que se comporten asi, dispondremos, pues, de
una expresidén para el flujo que podemos utilizar junto con las caracte-
risticas individuales de sus enzimas para indagar sobre los parédmetros-
locales y sistémicos. ’

En, la Teoria del Control se definen, adema@s de los Coeficientes
decxmhx&,CEy' y los:coeficientes de elasticidad &  tal como se ha des
crito. Una ref%cién importante entre éstos es:

v
cQ_ Cp - EQ

Esta relacidn expresa que para predecir la variacidn que expe-
rimenta el flujo de un sistema metabdlico al variar la concentracidn de
un efector de una enzima particular, q,(sustratos, productos, inhibido-
res, etc.) no basta con -conocer el efecto que dicho efector provoca so-
bre la velocidad del paso en cuestidn, la elasticidad EV (coeficiente -
local) sino que es preciso copocer al mismo tiempo el vglor del Coefi--
ciente de control del flujo CE (coeficiente global).

En nuestro caso, el efector bajo consideracidn serd el propio-
sustrato de la ruta Ay la elasticidad que habr& que examinar sera la -
de la primera enzima respecto de su sustrato: & ‘A . De la misma forma-
que se ha demostrado la Propiedad de la Distribucién de la respuesta,re
ferida a un efector(pag. 14) puede demostrarse: -

F F v :
= . A .
Cy cEA Ea (5.4)

Puesto que disponemos de.una ecuacidn del flujo F en funcidén -
de a y de otra para la velocidad del primer paso también en funcién de-
a podremos hacer uso de la ecuacidn (5.4) para obtener el Coeficiente -
de control del flujo para la primera enzima.

F
CF _ cC A
EA " v
E A
A
De la ecuacién (5.3) tenemos(Véase para lo que sigue el Apéndi
ce C):
N S
7T e A )
A P
y puesto que:
Fo_ ¥ -
A da = F
F - F
F MX . a
CA =5 3 B = (5.5)
(1+ — + )
AR N



94

Expresién del Coeficiente de control Ci de nuestra ruta metabd
lica para el sustrato A. -

. . . \ .. v
Por otra parte, aplicando la definicidn de éAA

£VA B Va a

a Da Va
tenemos:
\Y% - Vv
f_vA— A A . __a (5.6)
A K, (1+ 8 +_fi_) Va
Ao ‘K
A X,
i

La expresién del Coeficiente de control del flujo se obtiene -
entonces facilmente.

Fux — F . a
@ (1+ T F
C - (5.7
EA \Y - Vv
A A .
Ky (T4 + e ) Va
A X

y puesto que en el estado estacionario la velocidad de cada paso coinci
de con el valor del flujo a través del sistema(va =F)la ecuacidén (5.7)-
se simplifica: |

(F. . - F)K. (1 4=+ —] .
F . Mx A Ky KX (5.8)
E a jo)
A - a
(VA F) ¢A (1 +¢A +¢P )

Si suponemos ahor-a que ni el producto de la ruta P ni el de la
primera enzima X, saturan significativamente (p/¢P}=O y-x1/KX «0) la -
ecuacién (5.8) se reduce a: i 1

(FMX - XK, + a)

F (5.9)

EA (VA - Yg(¢A + a)

C

La ecuacién (5.9) rinde finalmente una expresién para el Coefi
ciente de control del flujo de la primera enzima de la ruta E, en fun-=
cién de parémetros sistémicos tales como F x Y gy de paréme%ros loca-
1$s:. Va ¥ Kp. . Esta ecuacidén muestra tamglén 13 dependencia que tiene
Cq de la concentracién del sustrato a, permitiéndonos, una vez verifi

A
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cada 1la aplicabilidad del desarrollo teérico, la determinacién del Coe
ficiente de control del flujo por otro método diferente al ya descri—
to, implicando premisas distintas y sobre la base, Gnicamente, de medl
das de flujos y actividades enzim&ticas.

El desarrollo expuesto nos capgcita ademas para determlnar el
valor del otro Coeficiente de control C y el de Elast1c1dad.é Va . (Ecua
ciones (5.5) y (5.6)). B

Nos proponemos, pues, comprobar la aplicabilidad del modelo -
descrito a un sistema experimental in vitro, de forma que a partir del
conocimiento de las constantes cinéticas particulares y globales y de-
las medidas de flujos y actividades enzimdticas obtengamos los Coefi--
cientes de control y Elasticidad apterlormente citados, en especial el
Coeficiente de control del flujo Cg,, a diferentes concentraciones del
sustrato. Compararemos entonces los valores de los Coeficientes de —-
control del flujo asi obtenidos con los que se obtengan por el método-
de titulacién.

5.1.2. Sistema Experimental.

El sistema experimental elegido para estos experimentos fue -
el mismo empleado anteriormente y descrito en la Parte I(apartado 3.2)
(pdg. 27). La linealidad de la ruta y el carécter michaeliano de las-
enzimas ya han quedado por lo tanto establecidos.

Conviene, no obstante,resaltar un hecho que hace a este siste
ma especialmente idéneo para los fines que nos ocupan. Ademas de las-
razones expuestas en 3.2(padg.2%), el hecho de que la hexoquinasa hepa-
tica tenga una constante de Michaelis para la glucosa, sustrato de la-
ruta, de 10 mM en nuestras condiciones resulta particularmente conve--
niente al permitir la realizacién de medidas experimentales a distintos
grados de saturacién para la primera enzima y por ende para la ruta. -
Un sistema con una constante de Michaelis de la primera enzima del ran
go 1 mM, situacidén muy frecuente, Gnicamente nos permltlrla, por razo-
nes experimentales, estudiar el funcionamiento del sistema a niveles -
saturantes obligéndonos a dejar inexplorados rangos de saturacién 1nfe
riores, e imposibilit&ndonos asi el estudio de los Coeficientes de con
trol y Elast1c1dad en esas condiciones.

5.1.3. Materiales y métodos.

Al ser el sistema experimental el mismo que se usd® anteriormen
te, los métodos empleados fueron idénticos a los descritos en la Parte
I. Las muestras se obtuvieron y prepararon a partir de la misma fuen-
te y por los mismos procedimientos. Las actividades enzimaticas y la-
concentracidén de proteinas se analizaron en cada extracto de la misma-
forma que se describié en 3.3.2. Instrumentos y reactivos fueron tam-
bién los mismos.

Los Coeficientes de control del flujo se obtuvieron, a las --
distintas concentraciones de sustrato ensayadas(5, 20 y 100 mM de glu-
cosa), tanto a partir de experimentos de titulacién como de las expre-
siones obtenidas en el apartado de Teoria(4.1.1), empleando en este ca
so los valores experimentales de flujos y actividades enzimaticas.
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5.1.3.1. Determinacidén de los Parametros cinéticos de la ruta:
Py Y Fux-

Para determinar la constante de Michaelis de la ruta y el F .-
se siguid el mismo criterio que en las determinaciones de las constan-
tes de Michaelis y V. de las enzimas individuales: los experimentos -
de titulacién con glucosa se llevaron a cabo en el mismo "medium" del-
sistema en los experimentos de titulacidn ya descritos(Apart.3.3.2.6,B
pag453. Unicamente diferian de aquellos en la concentracidn de gluco
sa, la cual varié entre 1 y 100 mM. -

La constante de Michaelis y el F 5 S¢ obtuvieron a partir de -
representacién de Eadie-Hofttee. Las megidas se repitieron cuatro ve-

ces y los puntos obtenidos experimentalmente se ajustaron por minimos -
cuadrados.

5.1.4. Resultados y discusidn.

5.1.4.1. Parametros de la ruta, Coeficientes de control y Ekg
ticidad

La Fig.5.1. muestra los valores de F frente a la concentracidn
de glucosa. La respuesta del flujo a la vagacidén en la concentracidn
de glucosa hace buena en principio, la nipétesis sobre el caréacter mi=
chaeliano de la ruta.

I
(@]

w
(@]

Flujo (u.A./min)

20

10

' 1 | { ! 1

20 40 60 80 100
[Glucosal(mM)
Fig. 5.1.- Titulacién del sistema Glucosa ——> glicerol fos

fato con glucosa como sustrato variable.

El flujo muestra una relacién hiperbélica respecto al --
sustrato. La mezcla de reaccién contenia, en un volumen de 2
ml, 100 m1 del extracto, 1 mM de ATP y la concentracién de --
glucosa correspondiente al experimento de que se trataba. Las

otras condiciones de los ensayos Se describen en el apartado-

-~ oA~
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En la Fig. 52 se representan los valores de F frente a F/[gluco—

sa] . Se obtiene una
regresién de 0.99) lo
en la figura 5.1. De
FMX y ¢A que aparecen

recta con una buena linealidad (coeficiente de -
cual confirma la relacidén hiperbdlica mostrada -
esta representacién se obtienen los valores de -
en la Tabla 5.1

S 40
=< ®
<
g L
< #a =5mM .
3 O
= 30} me-ooz.z.#mg
20+
°
101
1 1 L l 1 1 L . 1
2 4 6 8
(F7 [Glucosa]) x 10? (mM)
Fig. 5.2.- Representacién de F frente a F/ [glucoéa].

Los datos de la figura 5.1 se llevan a esta representa--

cidn, obteniéndose de ella los valores de F

la interseccidn con la ordenada; @

recta.

max ¥ %a- Fuax ©S

) oS la pendlente de la --

¢A l:‘MX
5 % 0.3 0.044 ¥ 2.2.1073
TABLA 5.1.- Parametros cinéticos globales de la ruta-

metabdlica: ¢A (mM) y Fux 9Mmoles/min.mg proteina). Los da

. + .
tos son medias - S.D. de cuatro experimentos.
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Antes de continuar con el procesamiento de estos datos junto con
los otros necesarios merece la pena que hagamos un breve comentario so

bre la magnitud del valor observado de la "constante de Michaelis" de-
la ruta g.. Como se ve, . es justamente la mitad del valor de la cons
te de Micﬁaelis de la glucoquinasa. Esto significa que la afinidad de
la ruta metabdlica considerada por la glucosa ha aumentado respecto a-
la que se observa cuando se estudia a la glucoquinasa aisladamente.

No obstante, ambos valores no son inmediatamente comparables.La
K de la glucoguinasa en las condiciones en las gue se desarrolla la-
riita metabélica no es la misma que la que se midid estudiando a la en-
zima individualmente. La K_ de la glucoquinasa se valora en condicio-
nes de velocidad inicial, esto es, sin acumulacién significativa del -
producto, G6P. En el sistema metabdélico completo la G6P normalmente -
alcanzard una concentracién significativa y por ello su KM(aparentegxr
supuesto) tendrd un valor diferente. .

Sin embargo, estos hechos nos llevan a revisar, a la luz de es
te nuevo enfoque, ciertos andlisis metabdlicos. Cuando se estudia el-
papel regulador que desempefia el higado sobre la concentracién de glu-
cosa sanguineagno serd mas acertado considerar el valor de la constan-
te de Michaelis de la ruta glicolitica completa para la glucosa antes-
que el de la glucoquinasa aisladamente? Es evidente que el valor que-
adopta la primera no es independiente del de la seqgunda, pero quedar-
se en la inspeccién de la K, de la enzima aislada puede llevar a erro-
res. En nuestro caso,*fren%e al valor 10 mM para la enzima aislada se
presenta 5 mM.. Las conclusiones que se deriven a partir de uno y otro
pueden ser marcadamente diferentes. Recordemos que la concentracidén -
de la glucosa sanguinea es normalmente 5 mM, es decir, similar a la @
de la ruta metabdlica que hemos -analizado y justo en el rango de con--
centraciones en las que la sensibilidad del flujo a pequefios cambios -
en los valores de la concentracién de glucosa es maximo.

Con los datos de @g_ y F se esta por lo tanto en condiciones -
de determinar, por medio ée lasXecuaciones(S.S)(5.6) y (5.9) {consideran
do despreciable la saturacién por el producto tanto de la ruta como de
la primera enzima) los Coeficientes de control y de elasticidad de. --

Ea , a cualquier concentracidén del sustrato. Se eligieron 5, 20 y
100 mM correspondientes al 50%, 80% y 95% de saturacién de la ruta res
pectivamente. Los resultados asi obtenidos se muestran en la tabla -=
5.3. Estos son el resultado de procesar los datos que se muestran en-
la Tabla 5.2.

Los resultados indican que el Coeficiente de control del flujo-
de la hexoquinasa hepatica decrece a medida que aumenta el grado de sa
turacién de la ruta. Simulténeamente se produce un descenso en el va-
lor del Coeficiente de elasticidad de la enzima en cuestidén. La caida
en el valor del Coeficiente de control del flujo para la hexoquinasa -
hepatica deberd ir acompafiado de un aumento de ese mismo Coeficiente -
en las otras enzimas del sistema, tal como impone la Propiedad de la -
suma.
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Concentracién de glucosa

S mM 20 mM 100 mM
3

-3

Flujo basal  0.020 ¥ 2.46.10 0.035 ¥ 2.8.10  0.040 % 4.10

Otros paréametrecs

Fux 2y %2 ‘ Va

0.064 £2.2.107° s*om 10%0.8 0.07 £ 2.1073

TABLA 5.2.- Datos procesados de acuerdo con las ecuaciones --
(5.5), (5.6) y (5.9) considerando despreciables la saturacién por el --
producto tanto de la ruta como de la primera enzima. Los flujos (basal
y maximo) y VA se expresan como Amoles/min.mg proteina. ¢A y KA vie-
nen dados en unidades mM. Todos los valores son medias T S.D. de tres-

experimentos.

F i v’ F
Glucosa % Saturacidn CA EA A CEA
5 mM 50% 0.60 ¥ 0.042 0.83t 0037 0.72 ¥ 0.05
20 mM 80% 0.20 t 0.012 0.66 b 0.02 0.30 it 0.024
100 mM 95% 0.095 ¥ 6.107> 0.67%6.8.1072 0.14 % 7.1073
TABLA 5.3.- Coeficientes de control y elasticidad a distin

tos grados de saturacidén por glucosa. Los valores son medias +

S.D. de tres experimentos.

Al variar la concentracién de glucosa, cambian los niveles de -
los intermediarios en cada estado estacionario. Esto provoca que las-
interacciones con los sustratos y productos de cada enzima varien, lo-
cual se .refleja cuantitativamente en.la redistribucién de los valores-—
de los Coeficientes de control y Elasticidad.

5.1.4.2. Comparacién de los Coeficientes de control del flujo.

Se determinaron, medjante el método de titulacidén con enzimas, -
el Coeficiente de control Cg, 2 20 y 100 mM(los Coeficientes de Control
con glucosa 5 mM ya se habian determinado en la Parte I). La figura -
5.3 muestra los resultados obtenidos a 20 mM.
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[

Flujo normalizado
~N
T

Flujo normalizado

4
[ 1 1 ! Al_l\r 1.

&
Qe Kp)

& FIGitVus/Kp) 5

Fig. 5.3.- Resultados de la titulacidn con hexoquinasa(@),
fosfofructoquinasa (0) y fosfoglucoisomerasa (\A)

a 20 mM de glucosa.

a) Representacidén de flujos frente a g;- El primer pun-
to de cada curva representa el valor normalizado del flujo,mg
dido sin ninguna enzima afiadida (salvo las auxiliares), con -
s6lo las enzimas del extracto presentes. La fosfoglucosa iso
merasa sigue sin mostrar responsabilidad en el control del --
flujo; distribuyéndose la totalidad de dicho control entre la
glucoquinasa y la fosfofructoquinasa. Pero a diferencia de -
lo que ocurria a 5 mM ahora recae la mayor parte del control-
sobre la fosfofructoquinasa. La actividad de las hekxoquina--
sas esté multiplicaéa por 102 para ampliar la curva. Lo mis-
mo que en casos anteriores, los tramos discontinuos han sido-

trazados arbitrariamente.

b) ﬁébreséﬁﬁédiéﬁ de F frente a F/gi. De lainterseccién

con el eje de ordenadas se obtiene C{ . Cé es la pendiente -
de la recta. Los Coeficientes de contro} del flujo se obtie-
nen de acuerdo con la expresién Cg = E¥5;—l— . Los valo--

res de la actividad enzimatica de la hexoguinasa se han multi

plicade por 102 en esta representaciédn.
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En la tabla 5.4 se muestran los Coeficientes de control del flu
jo obtenidos a 20 mM de glucosa. -

[} 1] F
Enzima C1 c2 CEi
Glucoquinasa 1.49 ¥ 0.00 0.034 % 3.06.10~> 0.33 ¥ 0.021
Fosfoglucoquinasa 1.00 —_— 0.00
Fosfofructoquinasa  2.89 T 0.175 0.95 £3.5.107°  0.65 £ 0.05
, .
Suas de ¢ (s cEF ) 0.98 % 0.07
i s

TABLA 5.4.- Coeficientes de control del flujo para la enzima -
obtenidos a 20 mM de glucosa en experimentos de titulacién con enzima.-
Las actividades enziméticas basales fueron las mismas que se describen-
en la tabla 3.6. Los valores de Ci se normalizaron haciendo 1 el flujo
del sistema sin enzimas afladidas. El flujo basal fue 0.035 b 2.8.10_3—
Mmoles/min.mg .proteina. Todos los valores son medias ¥ S.D. de tres-
experimentos. Tal como se espera de la teoria, la suma de todos 1los ——

Coeficientes de control del flujo para la enzima estd préxima a la uni-

dad.

Los resultados obtenidos al titular con enzimas a 100 mM de glu
cosa se muestran en la Figura 5.4 (pag.102 y en la tabla 5.5.

T 1 F
Enzimas c1 C2 CEi
Glucoquinasa 1.3 ¥ 0.00 0.028 ¥ 2.1073 0.28 ¥ 0.015
Fosfoglucoisarerasa 1.00 e .0.00
Fosfofructoquinasa  3.06 T 0.21 1.00 ¥ o0.08 0.67 % 0.05
suma de cEF : (.zcEF ) 0.95 ¥ 0.038
i i

TABLA 5.5.- Coeficientes de control del flujo para la enzima ob- .
tenidos al titular con enzima a 100 mM de glucosa. Las actividades en-
ziméticas basales fueron las mismas que se describen en la tabla 3.6. -

Los valores C{ y Cé se normalizaron respecto al valor del flujo basal,
que fue 0.040 ¥ 4.1073

Mmoles/min.mg. proteina. Los Coeficientes de -
control del flujo para la enzima suman también en este caso aproximada-
mente la unidad. Los valores son medias S.D. de tres experimentos se

parados.
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Flujp normalizado

Flujo normalizado

5 AN}
9i(Vuax/Ky )

wl
&~

1 2 3 FIG, (Ve Kyy) 4 1 2

Fig. 5.4.- Resultados de los experimentos de titulacidén con
hexoquinasa(@ ), fosfofructoquinasa(0) y fosfo--

glucoisomerasa(A) a 100 mM de glucosa.

a) Representacidén de F frente a g;- El valdr 1 del flu--
jo corresponde al fiujo basal normalizado, con Unicamente las
enzimas del extracto mas las auxiliares presentes en el medio
La tendencia cbservada a 20 mM se ve confirmada en estos nue-
vos experimentos. Lafosfofructoquinasa continta siendo la --
maxima responsable del flujo a través del sistema, residiendo
el resto del control en la glucoquinasa. Las lineas disconti
nuas se han trazado arbitrariamente correspondiendo al rango-
de actividades enzimaticas de valores inferiores a los conte-
nidos en el extracto. La actividadé de la glucoguinasaesta -

multiplicada por 102.

‘b) Representacién de F ffente a F/gi. Esta representa--
¢ién nos rinde los nuevos wvalores de Ci y Cé , a partir de --
los cuales se pueden calcular los Coeficientes de control del
flujo para la enzima. Los valores de la actividad enzimética

de la glucoquinasa se han multiplicado por 102.

Finalmente, la tabla 5.6 muestra
Coeficientes de control del flujo para la glucoquinasa en las distintas
condiciones ensayadas, obtenidos por el método de titulacién y a partr
del modelo desarrollado en esta segunda parte. (CEA)¢ rgpres
valores obtenidos por este Gltimo procedimiento Iy (Ce )c a los obte
nidos a partir de las medidas de C A

1"

a efectos comparativos, los -

enta los -
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F F
Glucosa (CE,)C (CE, )¢
5 mM 0.77 0.72
20 mM 0.33 0.30
100 mM 0.28 0.14
TABLA 5.6.- Comparacién de los valores de C F para la gluco-=-

E
quinasa obtenidos al titular con hexoquinasa y a part%r del modelo desa
rrollado anteriormente. (CE )c : Coeficientes de control del flujo para
la glucoquinasa obtenidos por el procedimiento de titulacién. (CEF )¢:

. N L. LA
Valores de esos mismos Coeficientes por el procedimiento alternativo.

Los resultados indican que existe una buena concordancia entre-
ambas series de valores, lo cual constituye una evidencia de la validez
del método de titulacidén por una parte y de la aplicabilidad de los mo
delos tedricos desarrollados en las partes I y IIIlpor otra. Sugieren-
ademéas que el sistema experimental puede ser empleado para indagar so-
bre la relacidén entre las diferentes distribuciones de los Coeficientes
de control y los diferentes grados de saturacidén del sistema a través-
del andlisis detallado de los niveles de intermediarios, constantes ci
néticas de las enzimas individuales y de las interacciones entre unos—
y otros. Ello permitiria, de un lado profundizar en el conocimiento -
de los mecanismos que protagonizan la regulacidén de este sistema meta-
bélico particular y de otro en la relacién entre los factores ambienta
les del sistema y los Coeficientes de control y Elasticidad.

Este planteamiento cuantitativo del problema de la regulacidén -
de los sistemas metabdlicos contribuye poderosamente a establecer ted-
rica y experimentalmente la visién dinamica de la regulacién del meta-
bolismo frente a la imagen congelada que generalmente 1mpera de estos-
procesos.

5.2. Nueva definicién de enzima auxiliar(#*).

El concepto de enzima auxiliar es, para el bioquimico dedicado-
al estudio de la regulacidén metabélica(y para los demds también), un -
concepto elemental del que hace uso rutinario en el laboratorio, desde
el momento en que las enzimas comerciales purificadas se utilizan como
reactivos especificos para andlisis. Una enzima auxiliar se define ha

(*)Empleamos el adjetivo auxiliar entendiendo que también nos referimos
con €l a las denominadas enzimas indicadoras. Se refiere este tultimo-
término a aquellas auxiliares que transforman sustancias que experimen
tan cambios en sus propiedades épticas al sufrir la transformac1on,per
-mitiendo dichos cambios seguir épticamente la cinética de la reaccién.
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bitualmente como aquella que cataliza una reaccidn acoplada a otra en-
cuya cinética estamos interesados y que se encuentra en suficiente exce
so como para garantizar que siendo-minimo el tiempo preciso para alcan
zar el estado estacionario la velocidad de la reaccidén completa sea ra
zonablemente préoxima a la de la reaccién principal o dicho de otra ma-
nera que la cinética de la reaccidn acoplada sea de primer orden respec
to del producto de la primera reaccidn. -

Liberar a esta definicidén de los términos cualitativos y ambiglios
(¢ cudnta enzima es suficiente exceso?gcudnto es un tiempo razonablemen
te pequefio?) exige un andlisis cuantitativo de cada caso particular de
que se trate, comparando los cocientes:

v
MX \Y
¢ K ) principal y (——MZ—
M auxiliar
M
de tal modo qﬁe cuando:
\%
MX vMX
(—) s >> (——— L

KM Cauxiliar KM principal

tendremos descritas las condiciones exactas para realizar el ensayo.

Lo que nos proponemos es dar una nueva definicidén de enzima auxi
liar a la luz del enfoque aportado por la Teoria del Control de Flujos
desarrollada por Kacser y Burns. Esta definicién requeriré, para cada
caso particular, un andlisis previo, lo mismo que en la definicidn an-
terior, pero desde otro punto de vista y en algunOs aspectos mds sim--
plificada.

Nuestra definicién se limita a dar un nimero cuantificando el -
caracter de paso limitante y a partir de ahi el suficiente exceso: Una
enzima auxiliar es aquella que cataliza el Ultimo o el primer paso de-
una ruta, con un Coeficiente de control de flujo para la enzima igual-
a cero.

En una ruta metabdlica pueden haber varias enzimas auxiliares.
En este caso, seran enzimas auxiliares todas aquellas que con Coeficien
te de control de flujo nulo, estén seguidas o precedidas en la secuen—
cia Gnicamente por enzimas auxiliares.

Esta definicidén es una aplicacidn préactica de la Teoria del con
trol de flujos. Kacser y Burns han definido el Coeficiente de control
del flujo CE_, como ya hemos visto, seglin la expresidn:

i

I cd;E‘/F _ gF g3
Ey 93,9 g F
Este coeficiente expresa el cambio fraccional que experimenta -

el flujo F, que recorre una ruta cuando se produce un cambio fraccional
infinitesimal en la actividad enzim&tica, descrita por el parametro g;-
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Una propiedad de dichos coeficientes es la Propiedad de la suma
la cual nos dice, cgmo ya sabemos, que la suma de los coeficientes de-
control del flujo CEi de todos los pasos de una ruta es la unidad. Una
enzima cuyo coeficiente de control CEi sea nulo no tiene ninguna res--
ponsabilidad sobre el control del flujo que atraviesa el sistema. Asi
si en una serie de, por ejemplo,tres reacciones enzimaticas sucesivas,
las dos dltimas tienen un Cogficiente de control del flujo nulo; entoE
ces, el de la primera serd Cgp, = 1. La primera enzima tendr&, pues,to
do el control sobre el flujo éel sistema de modo que variaciones en la
actividad de la enzima(o en la concentracién de la misma) se refleja--
ran linealmente en el flujo total permitiéndonos estudiar la cinética-
de dicha enzima o valorar su actividad.

Por otra parte, como también se ha visto, la dependencia del --
flujo de una ruta metabdlica lineal respecto de la actividad de una de
las enzimas de dicha ruta tiene la forma de una hipérbola cuadrada(Fig.
5.5).

Flujo

1 1 ] " 1

Actividad enzimdtica (Qi)

Fig. 5.5.- El flujo de la ruta metabdlica responde de forma- -
) no lineal a cambios en el parametro 9 de una de-

las enzimas. Los mismos cambios fraccionales en la enzima en

diferentes puntos tienen efectos diferentes sobre el flujo.

La simple inspeccidén de esta curva nos muestia que a medida que
g. aumenta, el coeficiente Cp. se va haciendo progresivamente menor --
hasta que a partir de cierto Valor de g; practicametne no hay variacidn
del flujo frente a posteriores adiciones de g,. _En otras palabras, a-

partir de cierto valor de g5 podemos decir que CE = 0. Ese valor de-
i
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g., en unidades de actividad enzimatica, depende de como éste construi
do el sistema y puede ser determinado experimentalments(PartesI y II)T

‘En los sistemas experimentales descritos en las Partes I y II -
hemos hecho ya uso de este concepto y definicién. Asi ha sido cuando-
expresamente hemos afiadido a la mezcla de reaccidn 0.66 unidad/ml de -
aldolasa, 3.33 unidades/ml de triosafosfatoisomerasa y 2 unidades/ml de

X —glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, con el fin de garantizar que los
C_, de cada una de ellas se hicieran nulos. Esto nos permitia, entre
o%}as cosas, centrar la discusién sobre la distribucidén de los Coefi--
cientes de control del flujo en los pasos anteriores. Aldolasa, trio-
safosfatoisomerasa y & -glicerol-3-fosfato deshidrogenasa fueron enzi-
mas auxiliares porque no tenian ningin control sobre el flujo que atra
vesaba el sistema, y porque constituyen el tramo final de la ruta. No
ocurre asi, sin embargo con la PGI que aunque nuestros resultados mues
tran que su coeficiente de control es nulo, no es una enzima auxiliar—
al estar seguida en la secuencia por la PFK que tiene un Coeficiente -
de control significativo.

La Teoria del control de flujos metabdlicos muestra de esta ma=
nera su capacidad en orden a cuantificar una importante parcela del -
lenguaje bioquimico, al permitirnos revisar y reformular uno de los --
_conceptos practicos de mayor uso en cualquier laboratorio dedicado al-
estudio de la regulacidén metabdlica.
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6.Apéndices.
6.1. Apéndice A.

En este apéndice consideraremos en detalle la aplicacidbén de cier
tos aspectos de la Teoria del control de flujos al caso particular de-
una cadena de enzimas(no saturadas primero; con saturacidn 51gn1flcat1
va después)E_,E_,E_,..E que llevan a cabo la transformacién de un sus-
trato A en un producto final P, a través de sucesivos productos inter-
medios: .-.X . La estructura metabdlica de este sistemase repre
senta en e1 esquema siguiente: ’ -

A X1 /—X2 ces oo —> P
Es posible resolver el sistema de ecuaciones diferenciales que-
describe el sistema metabdlico, y asi obtener una expresidén explicita-
para el flujo en términos de los parametros enzimaticos y ambientales.
La ecuacidn(A.1) expresa la velocidad de una reaccidn reversibleé cata-
lizada por una enzima(Alberty,1959; véase también Cleland,1963).

V. X,
Lo(x, - 2
v - Ki i Kei
i = : 4 (2.1)
X. X,
1+ i + i+1
K. K.
i i+1

Modelo A.1: Enzimas sin saturacidén significativa(Kacser y Burns,1973)

Cuando la enzima no estéd apreciablemente saturada por su sustra
to y producto, (A,1) se reduce a:

. X,
i i+1

i K. ‘% T K 1
i - Teq

) (a.2)

Haciendo uso de esta Gltima expresidn, junto con el hecho de -=
que en el estado estacionario todas las velocidades v, deben ser igua-
les al flujo que atraviesa la ruta,F, podemos escribit¥ el siguiente --
sistema de ecuaciones:

\% X

A 1
VA=F =K_ (a—KT-)
A eq
\Y X
1 2
vi=F=x Xy -xg 3 (3.3)
1 eq
\Y
V, = F = — (x. - x3 )
2 K 2 K 2
2 eq
Xﬁm _P_
vn =F= K (xn K n)
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donde V., y K, representan las velocidades méximas de la reaccidn di-=
recta y las Constantes de Michaelis de las sucesivas enzimas y K las
constantes de equilibrio. Los niveles desconocidos de los intermddia-
rios X,,X.,X.,... X_ pueden eliminarse de (A.3) dividiendo los térmipos
de la 1zguUierda por los aprogiédo? V/K y dividiendo asimismo por K =~ -,
la segunda ecuacién, por K .K la tercera y asi sucesivamente. 9a1
sumar todas las ecuacioneseqtalegomo quedan, se eliminenlos términos -
que contienen las concentraciones de los intermediarios X; obteniéndo-
se:

F( 2 ' i + 2 + ) = a -
v v.KATvyK B T 7770 - K A,n
A 1 eq 2eq eq eq

De aqui la expresidn para F sera:

aw —P
F o= Keg™? (a.4)
( KA + K1 K2 + )
VA V1K V2K A Keq1
Esta ecuacidén es de la forma:
Co
F = (A.5)
1/gA + 1/g1+ 1/g2+ oot 1/gn
donde C - a--P— y g. son variables del Sistema ya que en su
o} Kqu,n Ci
expresidén estd implicada la concentracién de la enzima e, -
Vi . Ke A,i-1 EfKe A,i-1
9; = . = % .
K. K.
i i
v
92 < KA = Ca }Ii
A A

considerando sblo una enzima Ei como variable la ecuacidén (A.5) puede-
ser escrita como:

F =" (a.6)

donde C 4y C2 son parémetros sistémicos gque incluyen todos los paréme
tros cinéticOs y termodindmicos del sistema, excepto los que se refie-
ren a la enzima Ei y a la reaccidén que esta cataliza.

Obsérvese que para este modelo contamos con expresiones eXplf—
citas de Cq y Cyo lo que significa que la ecuacién (A.6) es una funcid&
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explicita del flujo.
Modelo A.2. Enzimas con saturacién significativa.

Si admitimos gue las enzimas del sistema estéan significativamen
te saturadas por sus sustratos y/o productos,puesto que en el estado -
,estacionario dicha saturacién permanece constante, la ecuacidén(A.l1) -—--
quedara:

V. X.
v, = —2 ( x, -2
i K.C. i+ K A,i
i7i eq
donde:
*i i+1
Cl = 1+ K + -
i i+1

A partir de esta expresidén se puede seguir el mismo procedlmlen
to seguido en el caso de enzimas no saturadas.

v, = F = VA (a - o )
A K\Co qu
v, = F = Zl— (x, - "2 )
(. T K, C 1 K 1 (a.7)
1 eq
v, = F = V2 (x,. - °3 )
2 K2C2 2 Keq3
v b
Vn =F= K C ( Xn " K n )
n n eq

Llevando los términos C «e.. al primer miembro en cada
caso, y dividiendo por los aproplaéos 6/K y K la segunda ecuacidn,-
etc., tal como se hizo antes llegamos a: ed

. K
Z ‘2 “a + S + + nn J=a P
Y V.K A  °""°°° V K A,n-1 K 2A,n
A 1 eq e eq
De donde:
P
a Kqu,n
F = " (A.8)
CAKA C1K1 + + cnKn
\Y V,K A "7 V. K A,n-1



Esta ecuacién también podemos expresarla como:

C
o
F (A.9)
1/gA + 1/g1 + 1/g2 Feeeno + ‘1/gn
donde 9 viene dado por:
CiKi CAKA
g. = _ y 95 =
1 V. .K A,i-1 A VA

Andlogamente considerando sdlo una enzima como variante, la ecua-

cién (A.9) tendrd la misma forma que (A.6).
C!.g.
F=1 91

C2+gi



6.2. Apéndice B.

En el apartado 3.1.2(pag. 22 ) llegédbamos a la expresién:
c: -F
F 1

CE1 = ———75r——— (ecuacidén 3.9)

a partir de la ecuacidn para el flujo :

~C! g,
Fo (3.7)
2793

Para ello hicimos primeramente la derivada parcial de F respec
to a gi
' ' - [ 1 1
dF Cl (Cytgy) - Ch gy €1 S

9,

.2 2
(C2 +9 ) (C2 + gi)

Ahora reemplazamos esta derivada en la definicién de Cg .
i
F _ F g ) 95 (3.8)

C = . —

, 2
(02 +gi)

De la expresidn inicial del flujo(ecuacidn 3.7), podemos despejar
C! y sustituirla en (3.8).

2 ]
(c1 - F)gi
F

.C2 -

I 2 1
- C1 9, (C1 - F)

1 2 1
1 (C2_+ 2C2 g9; + gi) F

Desarrollande y simplificando el denominador, tenemos:

2

cF ) Cl 9y (c%- F) B
E. -
i 2, ., 2 2, .,
.95 (c1 -F) 2 9 (c1 - F) 2 o
( > + gy )F
F F :
c'(ci - F)
(c} - F)2 + 2F(C! - F) + F2) 2
( 1 ) F
2
F
. C{ (ci— F) )
= = 5 5 =

Ci -2 C% F+F + 2 FCi - 2F2+ F
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(3.9)



6.3. Apéndice C.

La ecuacidn (5.3) (pag.92:

F

— 2 (a-pyr P
- Bz . eq
"7 (5.3)
a
1+ + —R
¢A QjP
la derivamos respecto al sustrato variable a:
F F
MX a . 1 MX P
5. 1t te) 5 B @ -
2F A a P A A eq B
0 a a 2
(1 gt g )
A P
‘ T (a - —B—— )
) FMX ¢A L Keq A,n
B - 5 \2
g (1 + == 4+ =B ) @ (1 + == +B°——)
A ¢A ¢P A ¢A P
El segundo término podemos expresarlo empleando la 5.3) come:
_ F
a
g (1 + + —2—)
A 5, %,
Entonces:
F
dF MX P
= 5 ~— -
0 a ¢A(1 * ¢—+—l;—) g, (O + ¢a +5p_)
A P A P

. ' . s F
Sustituyendo esta expresidén en la definicidn de CA

F - F
CF _ 3 F . a - M . a (5.5)

X
@ a
A(1+'¢—A— +Bz— ) F

El mismo tratamiento se aplica a la expresién{S.Z)

i S N
v K K A
Ao A eq (5.2)
X1
1 + R + x
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para obtener £ Va (ecuacidén (5.6))
A

évA = VA -V . o — (5.6)
- .
a X
—_— 1
KA(1 g 1)
A Xy
Con estas dos expresiones(5.5) y (5.6) se lleya a la de Cg -
por medio de la relacién (5.4). A
F F v
c. = C . EA
A EA a
De aqui: . -
Foo A
E - v

MX a
g (14 2= + B—) F
P A ¢A ¢P
cE = (5.7)
A VA-VA
K (1 + IS M
A K K
A%,

Al ser F = v. en el estado estacionario;y considerando que p/¢P 0y
x1/ K 2« 0 nos queda:

Xy

(5.9)

que es la mostrada en el apartado 5.1 (pag.¢1 )



7.- Resumen y conclusiones.

Este trabajo ha tenido por objeto explorar ciertos aspectos de

la Teoria del control de flujos en sistemas experimentales in vitro. Se
ha intentado también aplicar los métodos y técnicas de la Enzimologia -
clasica a la Cinética de las rutas metabélicas. A continuaciédn se resu
men las principales conclusiones alcanzadas. -

1.

Se desarrolla la Teoria del control de flujos enunciada por Kac
ser y Burns, generalizdndo algunos aspectos de la misma y veri
ficando su aplicabilidad para sistemas experimentales in vitro
en condiciones de saturacidén significativa para todas sus enzi
mas.

Se disefila un procedimiento experimental para la determinacidén-
de los Coeficientes de control del flujo para la enzima, de --
aplicacidn general a sistemas experimentales in vitro.Dicho mé
todo permite comprobar la Propiedad de la suma en diferentes —
condiciones de saturacidén por el sustrato de la primera enzima
y examinar la redistribucién de dichos Coeficientes de control
en funcidén de estos cambios.

La aplicacién de este método a varios sistemas metabdlicos de-
estructura topoldgica no lineal(sistemas con rutas convergentes
en un punto) permite enunciar el siguiente corolaric de la Con
vergencia del control:"En un sistema metabdlico con varias ru-
tas convergentes en un punto se cumple la Propiedad de la suma
para cada ruta lineal que se pueda considerar en el mismo, ve-
rificandose también que la_suma de los Coeficientes de control
del flujo para la enzima(C_ ) de todas las enzimas de cada una
de las rutas convergentes Easta el punto de convergencia es --
igual para todas ellas en cualquier situacién metabdlica.

Para este corolario, enunciado inicialmente sobre la base de --
una serie de resultados experimentales, se plantea una demos—-—
tracién tedrica que le confiere un caracter general al mismo -
nivel que el de la Propiedad de la suma. Dicho corolario tie-
ne, -ademds, interesantes consecuencias metabdlicas.

Se trasladan conceptos y métodos de la Enzimologia cl&sica a -
la cinética de las rutas metabélicas.

a) Se define la "constante de Michaelis" de una ruta metabdli-
ca ¢M para uno de sus sustratos y el Flujo maximo de la misma,

FMX'

b) Se determinan los valores de estos parametros globales en -
una ruta metabdlica lineal in vitro y se comparan con los paré
metros particulares respectivos de la primera enzima de la ru-
ta. ‘

c) La analogia establecida nos permite determinar por otros --
procedimientos los Coeficientes de control del flujo para la -
enzima en el mismo sistema experimental empleado anteriormente
comprobandose la coincidencia de los resultados en las distin-
tas condiciones de saturacién por el sustrato de la ruta. Se-
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(1)

(2)

(3)

determinan también los Coeficientes de Elasticidad de la gluco
quinasa para la glucosa en las diferentes condiciones, asi co-
mo los correspondientes Coeficientes de control del flujo para
el sustrato.

Se establece una nueva definicién de enzimas auxiliar a la luz
de la Teoria del control de flujos: "Una enzima auxilair es --
aquella que cataliza el dltimo o el primer paso de una ruta, -
con un Coeficiente de control del flujo para la enzima nulo"
"En una ruta metabdlica pueden haber varias enzimas auxiliares-
En este caso seran enzimas auxiliares todas aquellas que tenlen
do un Coeficiente de control para la enzima nulo, estén segul
das o precedidas Gnicamente por enzimas auxiliares".

Este concepto de enzima auxiliar junto con el método de deter-
minacién de los Coeficientes de control del flujo para la enzi
ma mediante el empleo de enzimas purificadas de cualquier fuen
te permite disefiar un esquema de operaciones para el estudio -
del Control de Flujos en rutas metabdlicas. Asi, al afiadir en
zimas"auxiliares" conseguimos "acotar" una ruta metabélica da-
da haciendo nulos sus Coeficientes de control del flujo y, por
la Propiedad de la suma, el resto de las enzimas de la ruta ve
ran incrementados sus Coeficientes de control del flujo de tal
manera que entre ellos sumen la unidad. No obstante, si el sis
tema estda actuando en condiciones de baja saturacidén, la rela—
cién entre dichos coeficientes incrementados serd la misma que
el sistema completo inalterado(Kacser y Burns, 1.973). Puesto
que los coeficientes grandes son mas faciles de determinar que
los pequefios,en situaciones en las que todos los coeficientes-
sean pequefios(Flint,et al, 1981) este método presenta consi-
derables ventajas. Por Por lo tanto, por medio de adiciones de en
zimas auxiliares correspondientes a tramos sucesivos de una ru
ta dada, los Coeficientes de control del flujo para la enzima-
podran ser determinados segfin el siguiente esquema:

A 1 2 3 4 5 6
A X X X X P
1 X5 %3 4 5 6
\ v — + Enzimas auxiliares E3,E4,.._
3 ~
= Cgi =1
i=a.
Titulacidén con enzimas
Enzimas auxilidres. 4. \ - v +Enzimas auxiliares::
e
y i
i=2

Titulacién con enzimas
+ \ v -/
&
i
1=4

Titulacidén con enzimas

Enzimas auxiliares,EA,E1,E2.
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Para rutas metabdlicas mds complicadas se podré& disefiar un mé-
todo similar pero mis complejo. Puesto que de esta manera se pueden -
determinar los cocientes entre todos los coeficientes, la estimacidén -
del valor absoluto de cualguiera de ellos por cualquier otro método, -
nos permitira conocer inmediatamente los valores absolutos de todos los
demés.



Summary and conclusions

The aim of this work has been to explore certain aspects of the
Theory of control flux, in in vitro systems. In the same way, we have
attempted to apply the methods and the experimental approaches of cla-
ssic Enzymology to the Kinetics of metabolic pathways.

1.We have developed Kacser y Burns's Theory of flux control and -
have generalized some aspects of this theory verifiying its appli
cability to experimental systems in vitro in significant satura
tion conditions for all the enzymes. N

2.7 method _has been designed to settle the Control flux coeffi- -
cients(C_) which is of general applicability to in vitro experi
mental systems. This method permit us to cheque the Summation-
Property in different conditions of saturation by the substrate
of the first enzyme and Eo examine the rearrangement of the Con
trol flux coefficients(CE).

3.The utilization of this method in different metabolic systems -
with a non-lineal topological framework(systems with some meta-
bolic pathways whic converge in the same intermediate) enables-
us to state this corollary of the Control Convergence:"In a me-
tabolic system with several pathways convergingin the same point
the Summation Property is fulfilled for each of the lineal path
ways that can be considered. 1In_the same way the summation of-
the Control flux Coefficients(C_) of all the enzymes of each -
convergingpathway up to the convergence point is the same for -
any pathway under any conditions".

This corollary, has been stated first experimentally, and then-
theoretically. This corollary has interesting metabolic conse-
quences.

4.The concepts and methods of classic Enzymology are transfered-
into the Kinetics of metabolic pathways:

a). The "Michaelis constant of a metabolic pathway", @ , is defi

ned for one of the substrates and the maximun flux, FMX'

b) The values of the global parameters of a lineal in vitro me-
tabolic pathway are stated. These values are compared with the
respective particular parameters of the first enzyme of the path
way.

c) The stated analogy enablgs us to determine by other means the

Control flux Coefficients(C_ ) in the same system. We can demos

trate that the results are ghe same under different saturation-

conditions for the pathway substrate. We have determined the -
S . v

Elasticity coefficientes( gGlc) . ‘

5.A new definition of auxiliary enzyme is presented from the point
of view of the Control flux theory: "The auxiliary enzyme is --
that which catalyzes the first or the last step in a pathway, -



having a Control flux coefficient(Cg) of zero".

In a given pathway there can be several auxiliary enzymes. In -
this case, the auxiliary enzymes wil], also be all those which -
having a Control flux coefficient (C_) zero are followed or pre
ceeded by enzymes whose Control flux coefficients are also zero.

6.This concept of auxiliary enzyme together with the method of de
termination of Control flux coefficients(C.) enable us to design
a general method for the study of control %lux metabolic path--
ways. By "shortening" the pathway by the addition of "auxilia-
ry" enzymes, the magnitudes of the remaining coefficients is in
creased. This follows directly from the flux summation proper:
ty. The addition of large quantities(or activities) of the --
auxiliary enzyiies makes their cogfficients virtually zero and -
thereby puts all the control(Z.Cg. = 1) on the remaining ones.-
Their relative values however, will be the same as in the whole
system provided the low saturation condition is obeyed. Large -
coefficients are much easier to measure experimentally them - -
small ones. In situations where all coefficients appear to be-
small(see e.g.Flint et al, 1.981) this is of considerable advan
tage.

By a series of overlapping shortened segments all the relative-
values of the control coefficients can be estimated.

E E E E E E E
A 1 2 -3 4 5 6
A X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7
(1) . - — o+ auxiliary enzymes E ,E,,....
2 F .
> ®
i=a -

Enzyme titration

(2) auxiliary \ v —_~auxiliary

4
i=2 i

Enzyme titration

(3) : auxiliary + \ - —J etc..
6
F
;E; Cp = 1
i=4 1

. Enzyme titration
For more complicated pathway structures a similar but more complex me--
thod can be devised.
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Once the ratios of all the coefficients has been determined,the
estimation of the absolute value of anyone (by whatever method) will --
yied the absolute value of all.



8. BIBLIOGRAFIA




121

8.17. Bibliografia citada en el texto.-

ALBERTY, R.A.(1959), The Rate Equation for an Enzymic Reaction, in The Enzymes,
Vol.I., Ed.by Boyer, Lardy y Myrbdck, New York. Academic Press

AKERBOOM, T.P.M.(1979)Compartmentation of adenine nucleotides in rat hepatoci-
tes. Ph.D.Thesis.University of Amsterdam. Krips. Repro.Meppel.

BASSHAM, J.A. y KRAUSE,G.A.(1969), Biochim.Biophys.Acta 159,509-513.
BERGMEYER, H.V., Methods of Enzymatic Analyisis, 2nd Edition.

BURNS, J.A.(1968), A digital computer system for the construccion and analysis
of steady state models of enzyme catalyzed networks.In Quantitative Biology of
Metabolism, 75-80. Ed. A.Locker, Proc.3rd.Int.Symp.Berlin:Springer-Verlag.
BURNS, J.A.(1969). FEBS Letters, Z, Suppl. S3O—S33'

BURNS, J.A.,CORNISH-BOWDEN,A., GROEN,A.K.,HEINRICH,R. ,KACSER,H. ,PORTENS,J.W. ,RA
POPORT,S-M.,RAPOPORT,T.A.,STUCKI,J.W.,TAGER,J.M.WANDERS,R.J;A.,WESTERHOFF,H.V.
(1985) .Letter to the editor, TIBS January.

CASTANO, J.G,NIETO, A.y FELIU,J.E.(1979),J.Biol.Vol.254, 13,5576-5579.
CLELAND,W.W. (1963), Biochim.Biophys.Acta 67, 104-133.
COOPER,T.G.(1977) The tools of biochemistry, Wiley & Sons, p.22.
EASTERBY,J.S5.(1973), Biochim.Biophys., Acta 293, 552-558.
EASTERBY,J.5.(1981)Biochem.J., 199, 155-161.

FELL, D.,(1984) Trend Biochem.SCI.Diciembre, pp.515-516.

FLINT,H.J.,PORTENS,D.J. y KACKSER,H.(1980) Control of flux in the arginine patE
way of Neurospora crassa. Biochem.J. 190, 1-15.

FLINT,H.J.,TATESON,R.W.,BARTHELMESS,I.B. ,PORTENS,D.J.DONACHIE,W.D. y KACSER,H.-
(1981) Biochem,J., 200 , 231-246.

GARFINKEL,D.(1965), Computer-based analysis of Biochemical data.In Control of
Energy Metabolism, 49-106.Ed.B.Chance,R.K., Estabrook and J.R.Williamson,New -
York, Academic Press.

GARFINKEL,D.(1966) Biochem. Soc.Symp., 26,81.

GARFINKEL,D.(1971) Simulation of the Krebs Cycle and closely related metabolism
in perfused rat liver.II.Properties of the model Computer and Biomedical Res.4,
18-42.

GROEN,H.K.,VAN DER MEER,R.,WESTERHOFF,H.V., WANDERS,R.J.A.,ACKERBROOM,T.P.M. y
TAGER,J.M. (1982). Control of metabolic fluces. pp.9-37.In Metabolic Compartmen-
tation, Ed.by H. Fries. Academic Press, New York.

GROEN,A.K., WANDERS,R.J.A., WESTERHOFF,H.V., VAN DER MEER, R., y TAGER,J.M.(1982
b) , J. Biol-Chem., 257, 2754-2757.

GUTMANN,I. y WAHLEFELD, W. in Methods of Enzymatic Analysis.Ed.Hans V.Bergmeyer
Academic Press., New York, pp.1464-1470.

HEINRICH,R. y RAPOPORT,T.A.(1974 a), Enz.J.Biochem., 42, 89-95.
HEINRICH, R.y RAPOPORT, T.A.(1974 b) Enz.J.Biochem., ég, 107-120.
JEINRICH,R. y RAPOPORT, T.A., Enz.J.Biochem., 42, 107-120.



122

HEINRICH,R. y RAPOPORT,T.A.(1975). Biosystems, 7, 130-136.
HELMREICH,E.,MICHAELIDES,M.C. y CORI,C.F.(1967), Biochemistry,6, 3695.

HELMREICH,E. (1969), Control of Synthesis and Breakdown of Glycogen, -
Starch and Cellulose in Carbohydrate Metabolism. Vol.17,p.17-92.

HERS,H., VAN SCHAFTINGEN, E.(1982), Biochem., J., 206, 1-12.

HESS,B. y BOITEUX, A.(1971) Oscillatory plaenomena in Biochemistry. --
Annual Review of Biochem.,40, 237-257.

HIGGINS,J.(1963), Ann.N.Y.Acad.Sci., 108, 305-321.

HIGGINS,J.(1965) In Control of Energy Metabolism, 13-46.Ed.B.Chance,R.K.
Eastbrook and J.R. Williamson, New York, Academic Press.

HOFSTEE,B.H.J.(1959), Nature(London)184 , 1296.
HORECKER,B.L. ¥y KORBERG,A.(1948), J. Biol.Chem., 175, 385-390.

KACSER,H. y BURNS,J.A.(1973 a) The control of Flux. Symp.Soc.Exp.Biol.,
27,65-104.

KACSER,H. BLUFIELD,G., ¥ WRIGHT,A.(1979 a)In Models for the Study of In
borns Errors of Metabolism, pp.33-42. Ed.by F.A.Hommes,Elseviev, Amster
dam.

KACSER,H. y BURNS,J.A.(1979) Biochem.Soc.Trans,7, 1149-1160.
KACSER,H. y BURNS,J.A.(1981). Genetics, 97, 639-666.
KACSER,H.(1982), Biochem. Soc. Trans., 11, 35-40.

KAHANA,S.E., LOWRY,0.H., SCHULZ,D.N.S-. PASSONNEAU,J.V. y‘CRAWFORD,E.J.
(1960), J.Biol.Chem., 235, 2178.

KAUFMANN,F.C., BROWN,J.G., PASSONEAU,J.V. ¥y LOWRY,0.H.(1969), J. Biol.
Chem., 244, 3647-3653.

KAULKHOFF ,R.K., HORNBROOK,K.R., BURCH,H.B. ¥y KIPNIS,D.M.(1966), Diabetes
15, 451.

KING,J. (1974), Phiosphoglucomutase in Methods of Enzymatic Analysis.--
vol.2, pp.798-801.

KOHN,M.C., WHITLEY, L.M. y GARFINKEL,D.(1979), J. Theor.Biol., 76,437 -
452. .

KOHN, M-C- y CHIANG’E., (1983), J. Tehor.BiOl., 100, 551—565-

LAMPRECHT,W., y TRANTSCHOLD, I. (1974). Methods in Enzimatic Analysis.-
Ed.Hans V.Bergmeyer, Academic Press, New York, pp.2101-2110.

LOWRY,0.H., ROSEBROUGH,N.J., FARR,A.L. y RANDALL,R.J., (1951). J.Biol.
Chem. 193, 265-275.

LOWRY,0.H. y PASSONNEAU,J.V.(1969) J.Biol.Chem., 244, 910.

MAHLER,H.R. ¥y CORDES,E.H. (1969) "Biological Chemistry", 1st.edn.Harper,
N.Y.

MELENDEZ HEVIA,E., SIVERIO,J.M. y PEREZ,J.A.(1984), Int.J.Biochem.,16,-
459-476. '



123

MICHAL,G. y LANG,G.(1974). In Methods of Enzimatic Analysis, Ed.Hans V.
Bergmeyer, Academic Press, New York, pp.1415-1418. '

NEWHOLME,E.A. y START,C.(1973). Regulation in metabolism, Chapter 2. -
John Wiley & Sons. London. ’

NOLTMANN,E.A.(1966) In Methods in Enzymology, Vol.9,pp.557-565.
PILKIS,S.J.(1975) In Methods in Enzymology. Vol.XLII, Part C.pp.31-39.

RACKER,E. (1962) In Enzymes(Boyer,P.P.,Lardy,H.A. y Myrbaeck,K., eds.)-
2nd edn.vVol.5, pp.397-412. Academic Press, N.Y.

RAPOPCRT,T.A.,HEINRICH, R. y RAPOPORT,S.M.(1976),Biochem.,J.154,449~
469.

REITHEL,F.J.(1966) In Methods in Enzymoiogy, Vol.9, pp.565-568.
RONGSTAD,R., (1979), J. Biol.Chem., 254, 1875-1878.
SAVAGEAU,M.A.(1969), J. Theor.Biol. 25,370-379.
SAVAGEAU,M.A. (1971 a), Nature( London), 229,542-544.

SAVAGEAU, M.A.(1971 b) Arch.Biochem.Biophys., 145, 612-621.
SAVAGEAU, M.A.(1972). Curr.Top.Cell.Regul.,6 , 63-130.
SCOPES,R.K.(1971) Biochem.J., 122, 89-92

SCOPES,R.K.(1973), Biochem., J.134, 197-208.

SCOPES,R.K.(1974), Bicohem.J., 138, 119-123.

START,C. y NEWSHOLME,E.A. (1968). Biochem., J.,107, 514.
VENKATARAMAN, R., y RACKER,E. (1961), J. Biol.Chem., 236, 1876-1882.
WALEY,S.G.(1964), Biochem.J., 91, 514-517.

WALKER,D.G. y PARRY,M.J.(1966) In Methods in Enzymology, Vol.9, p.381-
388. ‘ ' ‘

WILLIAMSON,D.H., LUND, P. y KREBS,H.S.(1967), Biochem.J., 103,514-527.
WRIGHT,B.E. y KELLY,P.J.(1981) Curr.Top.Cell,Reg., 19, 103-157.



124

§.2. Otra bibliografia utilizada.-

ATKINSON, E.D.(1959) Enzymes as Control Elements in Metabolic Regula-=
tion in The Enzymes, Vol.I, Paul Boyer,Academic Press.New York.

BANUELOS,M. y GANCEDO,C.(1978) Arch.Microbiol., 117, 197-201.
BARTHELMESS,I.B., CURTIS,C.P. y KACSER,H.(1974), J.Mol.Biol. 87,303-316
BERTALANFY, L. VON (1950), S cience III, 23.

BERTALANFY,L. VON (1976) Teoria General de los Sistemas, Fondo de Cul-
tura Econdémica, México.

BETZ, A. (1965). A reconstitued enzyme system in Control of Energy Me-
tabolism.,139-146.Ed.B.Chance, R.K. Estabrook and J.R.Williamson, New
York, Academic Press.

BOITEUX, A., HESS, B., SEL'KOV, E.E. (1980) Curr.Top.Cellular, Regulat.
17, 171-203. .

BOITEUX, A. y HESS,B.(1981), Phil.Trans.R.Soc., Lond. B. 293, 5=-22.
BULFIELD,G. y KACSER, H.(1974) Histidinaemics in mouse and man.Arch.--
Disc.Child. 49, 545-552.

BURNS, J.A. ¥y KACSER,H.(1977), J.Theor.Biol., ég, 199-213.

CHANCE,B., HOLMES,W., HIGGINS,J. y CONNELLY, C.M.(1958).Localisation of
interactions sites in multicomponent transfer systems: Theorems derived
from analogues. Nature, Lond. 182, 1190-1193.

CHANCE, B.(1965) In Control of Energy Metabolism. Academic Press, New -
York -London, pag.9-12.

CLELAND,W.W. (1979 a) Anal.Biochem. 99, 142-145.
CLELAND,W.W. (1979 b) Methods Enzymol.63 A, 501-513.

CRABTREE,B. y NEWSHOLME, E.A.(1978), Eur.J. Biochem., 89, 19-22.
CRAWFORD, J.M. y BLUM,‘J.J. (1983)Biochem., J., 212.595-598.

CRICK, F. (1979)¢;Ha muerto el vitalismo? Bosch, Casa Editorial, S.A., -
Barcelona(Espafia) .

EISENTHAL, R., y CORNISH-BOWDEN, A., (1974), Biochem., J. 139,715-720.
FERDINAND, W.(1976). The enzyme molecule, John Wiley & Sons.

GALVEZ,J. VARON,R., GARCIA CANOVAS, F.y GARCIA-CARMONA,F.(1982), J.Theor.
Biol. 94.

GEDDES,R. y RAPSON, K.B. (1973), FEBS. Lett., 31, N.3, pp.324-326.
HARVEY, R.J.(1978). J.Theor.Biol., 74, 411-437.
HERS,H. y HUE,L.(1983) Ann.Rev.Biochem., 52, 617-653.

HESS,B. y BRAND, K.(1965)Enzyms and Metabolite profiles. In Control of
Energy Metabolism, III, Ed.B.Chance, R.K. Eastbrook y J.R.Williamson,N.
York. Academic Press. '

HILL, C.M., WRIGHT, R.D. y BARDSLEY, W.G.(1977). Mol. Cell.Biochem., 15
i73-178.



125

HULME, E.C. (1971). J. Theor. Biol., 31, 131-137.

KACSER, H.(1963) The Kinetic Structure of Organisms. In Biological Orga
nization at the Cellular and Supercellular level, 25-41. Ed.R.J.C. Ha=-
rris. New York, Academic Press.

KACSER, H.y BURNS, J.A.(1968) Causality, Complexity and Computers. In -
Quantitative Biology of Metabolism, 11-23. Ed. A.Locker. Proc.3rd.Int.-
Symp. Berlin, Springer-Verlag. '

KACSER, H. BULFIELD, G. y WALLACE, M.F.(1973), Nature(London), 244, 77-
79.

KREBS, H.A.(1969). The role of equilibria in the regulation of metabo--
lism. Curr. Top.Cell. Regul.I, 45-58.

KREBS, H.A.(1979) Conferencia Inaugural del XVIII Congreso Nacional de-
la S.C.E.F. Valencia.

KUHN, T.S.(1977). La estructura de las revoluciones cientificas.México.

LA PORTE,D.C., WALSH, K., y KOSHLAND, D.E.,Jr.(1984), J. Biol.Chem.,- -
14068-14075.

MARKUS, M., HESS, B. OTTAWAY, J.H. y CORNISH~BOWDEN, A.{(1976) FEBS Lett.
63, number 2,pp. 225-230.

McMINN,C.L. y OTTAWAY, J.H.(1976). J. Theor.Biol-56, 57-73.
MELENDEZ-HEVIA, FE.(1985) Cinética de Rutas metabdlicas. Servicio de Pu-
blicaciones de la Universidad de La Laguna (en prensa).

MITCHELL, P.(1978). Trends in Biochemical Sciences, 3, 58.

MOWBRAY, J. y OTTAWAY, J.(1973) Enz.J.Biochem.gg, 369-379.

MUNICIO, A.M.(1980) Discurso Inaugural del Afio Académico(1980-1981, Real

Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. Ciencia y Aristobio
logia. Madrid.

NEWSHOLME, E.A. y CRABTREE, B.(1981) TRENDS Biochem.Sci., 6, 53-56.
NUNEZ DE CASTRO, I.(1980). Pnesamiento, 36, 425-435.

NUNEZ DE CASTRO, I.(1983) Categorias del discurso bioldgico del libro -
Evolucionismo y Cultura. Ed.A.Dou. Editorial Mensajero.Bilbao, p.17-53.

OTTAWAY, J.H. y MOWBRAY, J.(1977) Curr.Top.Cell.Regul., 12, 107-208.

OTTAWAY, J.H.(1979 a): Sequestration of Metabolites,In sights into Meta
bolic Control. Biochem.Soc.Trans, 1, 1161=-1167.

OTTAWAY, J.H.(1979 b). Compartmentation: Model and reality. Biochem.Soc.
Trans._z, 398-402.

OTTAWAY, J.H. y McMIMN, C.L.(1979 c¢) Biochem.Soc.Trans,.z) 411-412.
OTTAWAY, J.H. y McMINN, C.L.(1980 a) Proc.FEBS Meet..ég, 69-82.

OTTAWAY, J.H. y McMINN, C.L.(1980 b) in Enzyme Regulation and Mechanism
of Action.(Mildner,P. and Rics,B., Eds.), pp.69-82,Pergamon Press. Oxford.



126

PALMER, T.(1981) Understanding Enzymes, John Wiley & Sons. Ellis Horwood
Limited. Chichester. London.

PORTEUJS, J.W.(1985) Letter to the Editor.TIBS January, pp.14-15.
PORTEUS, J.W.(1983). Letter to the Editor. TIBS, June, pp.200-202.

REAL ACADEMIA DE CIENCIAS EXACTAS ,FISICAS Y NATURALES(1983). Vocabula-
rio Cientifico y Técnico, Madrid.

REICH, J.G.

REICH, J.G. y SEL'KOV, E.E.(1974) FEBS Lett.ég, S119.

REICH, J.G. y SEL'KOV, E.E.(1981) Energy metabolism of the Cell(A Theo-
retical Trentise). Academic Press. London.

RONGSTAD, R. y KATZ, J. (1973), Biochem., J.132,349 -352.
ROLLESTON,F.S.(1972) A theoretical background to the use of measured --

concentrations of intermediates in study of the control of intermediate
metabolism. Curr.Top.Cell.Regul., 5, 47-75.

RUDOLPH, F.B., BAUGHER, B.W. y BEISSNER, R.S.(1979) Methods in Enzymolg
gy, @, 22—41 .

SCHMIDT, N.D., PESCHON, J.J. y SEGEL,I.H.(1983), J. Theor.Biol., 100,--"
597-611.

SOLS, A. y MARCO, R.(1970) Concentrations of Metabolites and Binding Si
tes. Implications in Metabolic Regulation. Curr.Top.Cell.Regul. 2 ,227-273.

SOLS, A.(1977)Congreso de la SEB, Pamplona.

SCRUTTON, M.C. y UTTER,M.F.(1968). The regularion of glycolysis and glu
conegénesis in animal tissues. A.Rev.Biochem. 37, 249-302.

STTEBING, N.(1972). Amino acid pool components as regulators of proteins
synthesis in the fission yeast. Schizosaccharomyces pombe, Expl.Céll. -
Res., 70, 381-389.

STUCKI, J.W. y WALTER, P.(1972). Eur.J. Biochem.30, 60-72.

STUCKI, J.W.(1982) Biochem. Soc.Trans, 11, 45-47.

WALSH, ‘K. y KOSHLAND, D. E.,Jr(1984), 259, 9646.9654.

WANDERS, R.J.,GROEN, A.K., VAN ROERMUND, C.W. y TAGER,J.M. (1984), Fur.J.
Biochem., 142 (2), 417-424.

WANDERS, R.J.? VAN ROERMUND, C.W. y MEIJER, A.J.(1984), Eur.J.Biochem.,
142 (2), 247-254.

WESTERHOFF, H.V. y YI-DER CHEN (1984). Eur.J.Biochem.142 (2) 425-430.
WESTERHOFF, H.V.,GROEN, A.K. y WANDERS, R.J.A.(1984) Biosc.Rep.4,1-22.

WIAME, J.M., STALON, V., PIERARD, A. y MESSENGUY, F. (1973) Symp.Soc.Exp.
Biol.32, 333-369.



_INDICE

Nomenclatura ..oc.ececuinecieeneenesocencoscnacnnans
.1.8ustratos y productos del sistema........cccvu...
.2.Enzimas del Sistema....cccieieeeeecacncenereenanns
.3.Parametros sistémicos y Coeficientes ...c..cevee...
.4.Enzimas, sustratos y efectores usados en la expe-

rimentacidn.. .o reieinenreedoetecennneonnncenna

IntrodUCCiON. tuicetesrerecnesscracacnonannanannssa
.Regulacidén del metabolismo:Situacidén actual......
.Teoria del Control de FlUjJOS.uccueeeeereeeanoenan
A. Coeficientes de Control del flujo para la enzi
ma Cg. ...................................... .
A.1. La Propiedad de 1la SUMB..ceeeeesennsocnecse
A.2. Otros Coeficientes de Control..............
B. Coeficientes de Elasticidad........cvveeeenen.
B.1.La Propiedad Conectiva...veeceecececeeeeocens
C. La Distribucidén de la ResSpuesSta...cceecececens

N—\

1. 3 EPIlOgO. ettt iieeeeieesnesssasosonssaenoanannns

2. Plan de Trabajo..ececciieeernnaennnnennnennnennann

3.PARTE I. Estudio del Control de flujos en un Sistema
Experimental in vitro: Coeficientes de control del -
flujo para la enzZima...cceeeieineerncesanasananeeaana

I T B =T s =
3.1.1.8aturacidén enzimatica de un sistema metabdlico
en estado estacionario....cieiieeieeiieceeannen

3.1.2.Determinacidn de los Coeficientes de control -

del flujo para la enzima......eceveeceecoacanan
3.2.Sistema Experimental ....eeeecncicrererecccceennae
3.2.1.Delimitacidén de la ruta metabdlcida.........e...
3.2.2.Adecuacién del modelo experimental al modelo -
Ledrico.. i iie i iieiiannnncan. eeesesecanane
A. Establecimiento del estado estacionaric.......

B. Cinética de las enzimas individuales .........

3.3.Materiales y MétodoS...eveevcnenne. feeeecresecans
3.3.1. Material bioldgico....eevevunn.. Veseescsscasns
3.3.2. MEtodOS..evieeeencnennencnnnnan, seeeaacaceeses
3.3.2.1.0btencidén y preparacidn de las muestras..
3.3.2.2.Determinacién de las concentraciones de--
ATP y producto final en el estado estacig

A.Determinacidn de la concentrac1on de ATP.....
B.Determinacidén de las concentraciones de glice
rol-3-fosfato y L{(+)-lactato...evceereneennnenn .
3.3.2.3.Determinacidén de actividades enzimaticas.

127

11
12
13
14
16

17

18

19
19

19
22
27
28
28

28
29

30
30
30
30

31
31

34
36



128

A.Fosforilacidén de la glucoSa eeceecccscesccnceans
B.Fosfoglucosaisomerasa.....ceeeee.- Ceeeecesenanan
C.Fosforilacidén de la fructosa-6-fosfato..........
D.CAlCULOS . eeeecsecsenasoacacassasscsnacssccssnssncs

Valoraciones de proteinas....cccceececcaccens
Determinacién de las constantes aparentes de-
Michaelis(KM), ........... M eeeessessessenaceas
Titulaciones con ENzZiMaS....eeceecsccecccsoanns
calculo de los Coeficientes de control del flu

jo para la enzZima....c.ceeceeseacocccccoccanncse

3.3.3.ProdUCtOS.ceeereaccccnccassssscocnccnssccsccccone

3.
3.

3.3.1.Para la obtencidén y preparacién de las muestras
3.3.2.Para las valoraciones de ATP y productos fina-

1O e e eeoocenvaanconacssasossesnassassssscnscacsces

3.3.3.3.Para la determinacidén de las actividades enzi-

3.3.3
3.3.3

.4.
.5.

MALIiCAS . e cceaeeecenescasasasssssansasssnescscs
Para las valoraciones de proteinas............
Para las titulaciones con enzimasS.....c.esecees.

3.3.4.InstrumentaciOn. cccscececccacccscnccnscssscccesens

3.4. Resultados y discusifn...ceececeececscs tessecescecans
3.4.7.Resultados pPrevioS.ececcesceccecnccccccccsncacans
3.4.1.1.Lineabilidad de la ruta@...ceeccerceccenaccccnse
3.4.1.2.Adecuacién del Sistema Experimental...........
A.Establecimiento del estado estacionario.........
B.Cinética michaeliana de las enzimas del sistema.
3.4.1.3.Conclusion Previa@ veceearcosscecaansencasen
3.4.2.Coeficientes de control del flujo para la enzima.

4 .PARTE II. Extensién de la Propiedad de la Suma a sistemas

metabdlicos in vitro con rutas convergentes en un punto...

4.1.Comentario vy objetivosS... et raisesctecccnacncen
4.2, Sistema Experimental......ceccceceecreccnceravccccnnces
4.3. Materiales y MEtOdOS..eecroreerenaancreceacccecaroces

4.3.1. Determinacién de actividades enzimaticas........

A.FOSTOrilaSa@—8..ccesscsscsasscasscnssssancscsscces
B.Fosfoglucomutasa..ceeeeeeesanaasacnrcccacccscccns
C.CAlCULOS. e ceeeeeccsseossssassassecsnncssnsonscocsns

4.3.2.Constantes de Michaelis de las fosforilasas-a y -
fosfogluCOomMULasSaS.cseeeeeeereanscccaccnoncencrccs

4.3.3 . PrOAUCELOS . e eeseneeenassassssnanaccssasssans Ceeenn

4.4.Resultados y Qi SCUSION. e enrsnncasossasoacannocsosenns
ReSUlLAAOS . ceeceesansacsaancasasesecancoensanssns

4.4.1.
A4.4.2. DiSCUSION.eeeetsossocsnccaasancnsssoanccseseasacs

4.4.2
4.4.2
4.4.2

1.
.2.
.3

Enunciado de la Convergencia del control......
Demostracién de la Convergencia del control...
Consecuencias metabbdlicas de la Convergencia -
del CONtrol.eeeeeecesceneaneassnsaaocanonsssnns

4.4.2.4.Generalizacién de la Propiedad de la Suma.....

43

43
45

47
48
48

48

49
49
- 49

49

50
50
50
51
51
52
54
54

59

59
60
60

61
61
62
64

64
65

67
67
79
79
82

85
88



129

Pagina
5.PARTE III. Consecuencias tedricas y précticas de la ciné-

tica de rutas metabdlicCas. o et et eetoncencancnanancaaccenns 91
5.1.Concepto de constante de Michaelis de una ruta metabd
lica: ¢M ...................................... EERERR 91
5.1.7.Te0ria.eteeeeeceseceecencnanscnnnnnes e ececeans 91
5.1.2.Sistema Experimental....eecieeesceoscocscacennns 95
5.1.3.Materiales y MELOdOS..eeeeeeesnscascenonscasnans 95
5.1.3.1.Determinacidén de los para@metros cinéticos de
la ruta@..eceeeierrcncnesesesncescscscncanaas 96
5.17.4. Resultados y DiSCUSION.s.eceeeeeesssrsosscnasnnas 96
5.1.4.1.Parametros de la ruta, Coeficientes de contml
y elasticidad..ceeeieieceiinnensncsnccncasass 96
5.1.4.2.Comparacidén de los Coeficientes de control del
flujo........ e e teceeereeaanteesasearocasenons 99
5.2.Nueva Definicidn de enzima auxiliar....-ceceeececaaess 103
6. APENAiCES. ittt ne it eceanecaacscsorssssnassssssssssacennsa 107
6.1, APENAICE Aieveererersonessosscsessassnssassasassansasnss 107
6.2. APENAICE Beiteeisesesnannsossasosanosnancsassassasasnss 111
6.3. BApeNndice C.uiererienreneeenenencesacacsaacncoancnannns 113
7. Resumen y CONClUSIONES. et cotenenencneeccasncnnoncnannnas 115
8. Bibliografla...eieuieeenieeiiiiinnnencnancencenancannannss 121
8.1.Bibliografia citada en el S - T 121
8.2.0tra Bibliografia utilizada...ccceeeeserocecacaananns 124

G, INALCEeeeeeeeeeeecaaceeeasescoenascscocsascoseacsasoansocea 127



La presente Tesis fué leida en La Laguna ante el Tribunal formado
por . Taeatabeuds. . Dr. Faoleuso. . Mo " asmgmen,. Nocabe | 2 0




