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RESUMEN

El presente trabajo confirma que la fructosa-1,6-bisfosfa-
tasa constituye un excelente modelo para analizar la relacién
estructura-funcién de una proteina y contribuye al conocimiento
refinado tanto de la topografia de la enzima como de la funcién
de las cadenas laterales de los aminoicidos lisina y cisteina
que son claves en su mecanismo catalitico. Se ha estudiado el
papel funcional de estos residuos mediante modificacidn quimica
selectiva de grupos ¢f-amino y tiol, mediante el usoc de AMP-dial-
dehido (AMP,.) y cianatos de potasio y sedio.

El tratamiento de 1la Fru-Ppasa de rifién de cerdo con AMP_ .
(el cual no es inhibidor de 1a enzima) seguido por reduccién con
NaBH4 produce un derivado estable que presenta una menor sensi-
bilidad a la inhibicidn alostérica por AMP y menor actividad ca-
talitica. Altas concentraciones de Fru-1,6-P, ejercen una pro-
teccidén significativa de la enzima contra su inactivacidén, mien-
tras el nucledtido la protege preferencialmente contra la pérdi-
da de su inhibicién por AMP. Estudios de unién de [ 14C] AMﬁhcen
presencia de Fru—1,6--"P2 muestran que hay pérdida total de 1la
cooperatividad entre las subunidades y una disminucidn parcial
de la inhibicién de la enzima por AMP, cuando se incorporan 2
moles del anilogo por mol de enzima. Estos experimentos sugie-
ren que el andlogo de AMP se une covalentemente en o cerca del
sitio alostérico para el nucledtido. Anilisis de composicién

de aminodcidos de las fracciones del derivado | 3H] AMPox—enzima
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que contienen la radiactividad, revelé un alto contenido de los
dcidos glutdmico y aspéirtico. Esto insinta que el sitio de
unién de AMPOx se corresponde con el descrito para piridoxal-P
Y que estaria localizado en una regidn hidrofébica de la enzima
la cual hace que estos residuos lisina tengan una alta reacti-
vidad.

El tratamiento de la enzima con cianato provocé una pérdida
de la inhibicién cooperativa por AMP y de la activacién por ca-
tiones monovalentes. La presencia del sustrato en la reaccién
de modificacién protegié la enzima contra la alteracidén de 1la
inhibicién por AMP y la activacién por potasio, pero no la pro-
tegidé de la pérdida de la cooperatividad por AMP. Cuando la mo-
dificacién de la enzima por cianato se realizé en la presencia
de AMP, se obtuvo una proteccién de la sensibilidad de la enzima
por el nucledtido y una proteccidén parcial de la cooperatividad.

La cinética de pérdida de la cooperatividad Ffue de primer

2

orden aparente (k = 2,3 x 10~ mindl) e independiente de la modi-

ficacién simultdnea de la inhibicién por AMP v de la activaciédn

[ 3.4

por potasio. Por otro lado, la pérdida de la inhibicién de 1la
enzima por AMP presentd una cinética que fue afectada por la mo-
dificacién simultdnea de la cooperatividad, pero fue indepen-
diente de la modificacién de la activacidén por potasio. La al-
teracién de la inhibicién por AMP es biféisica, distinguiéndose

dos constantes de velocidad de primer orden (k = 1,26 x 1071

min_l; 1,5 x 10_2

min_l).




Se discuten probables cambios conformacionales inducidos
por el sustrato como por la modificaciédn quimica de residuos 1i—
sina. Se concluye que existen residuos lisina de reactividad
diferencial hacia el cianato comprometidos en la cooperatividad
entre las subunidades de la proteina y en la inhibicién por AMP.
La carbamilacidén de aquellos responsables de la interaccién coo-
perativa no produce cambios significativos en el sitio de unidn
de AMP.

De acuerdo a los datos cinéticos se muestra que una molécu-
la de reactivo debe combinarse por unidad funcional de enzima
para formar un derivado enzima-cianato que no presenta cocopera-
tividad entre los sitios de unidn de AMP, y otra, para formar
un derivado que no presenta inhibicién por el nucledtido. La
incorporacién de [ *4Clcianato a la enzima y el tratamiento de
los datos mediante grificos de Tsou muestran que 7 a 8 residuos
por tetramero reaccionan con el modificador, cuatro de los cua-
les son esenciales para la inhibicidn de 1la Fru-Poasa por el nu-
cleétido. En presencia del sustrato reaccionan 6 a 7 residuos/
mol enzima, cuatro de ellos esenciales para la cooperatividad.

La carbamilacién de la enzima en presencia de Fru—l,ﬁ—P2
permitié aislar y caracterizar el fragmento involuerado en la
interaccién cooperativa entre los sitios de unién del AMP. De-
gradacién parcial y manual de Edman del péptido triptico que
contiene la homocitrulina radiactiva mostré la secuencia de re-
siduos Lys-50 -~ Tyr-57 de Fru-Poasa de rifién de cerdo. El re-

siduo modificado correspondié a lisina~50. La remodificacién

xxiii




selectiva de un derivado Fru-Pjsasa-cianato con [14C]cianato per-
mitié aislar y caracterizar un fragmento relacionado con la afi-
nidad de la enzima por AMP. Degradacién manual de Edman del
péptido triptico que contiene la radiactividad mostrdé la secuen-
cia Ala-291 - Lys-299, de la secuencia de Fru-Poasa de rifién de
cerdo. El residuo modificado mostrd ser el residuo Lys-202.
Estos resultados indican que el fragmento aislado es diferente
al relacionado con la cooperatividad entre los sitios de AMP.

Se estudié el efecto del K' sobre 1a actividad de Fru-Pjasa.
La adicién de K' aumentdé la Km aparente para Fru—1,6-P2 y dismi-
nuyd el efecto inhibitorio producido por exceso de sustrato.
A concentraciones de Fru—1,6—P2 menores a 25 pM el catién mono-
valente produjo inhibicién de la actividad enzimitica. Se su-
giere la presencia en la enzima de dos sitios distintos para 1la
accién de los cationes monovalentes.

El tratamiento de 1la Fru—Pzasa con cianato de sodio afectd,
ademds, la inhibicién de la enzima por altas concentraciones del
sustrato. La presencia de Fru—1,6-—P2 (25 mM) en la mezcla de
incubacién protegidé contra las pérdidas de activacién por K¥ e
inhibicién por exceso de sustrato, mientras que AMP protegid
sélo parcialmente.

La pérdida de la activacidn por potasio mostrd una cinética
bifdsica, lo que permitié diferenciar dos grupos denominados R
¥y L, en base a su ripida y lenta velocidad de reaccidén con cia-
nato. Para determinar el pK y la constante de velocidad de se-

gundo orden independiente del pH de los grupos modificados, se
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estudié la velocidad de reaccidn entre Fru-P, asa y cianato en

funcién del pH. Los valores encontrados fueron: pKR_ = 7,2,

5,7, ky = 1041 Mgy k= 35 MT1s7L,

El tratamiento de los datos de incorporacién de f14C]ciana—

pKL =
to mediante grificos de Tsou muestra que dos residuos por tetri-
mero son esenciales para la activacién de la enzima por cationes
monovalentes. La carbamilacién de estos residuos es reversible,
se corresponde con la S—L14C]carbami1—cisteina aislada de la en-
zima modificada y no altera el efecto del catidn monovalente a
nivel del sitio catalitico. Se sugiere que K* disminuye la afi-
nidad de la enzima por Fru--l,é-—P2 en el sitio catalitico y en
un sitio alostérico para el sustrato.

Por otro lado, la enzima carbamilada no presenta inhibicidn
por altas concentraciones de Mg2+; se insinfla que la activacidn
de 1la Fru—Pzasa por K*'puede deberse, ademds, al anulamiento de
la inhibicidén de la enzima por Mgz+. La proteccidén ejercida por
Fru-—Z,G—-P2 contra la modificacién del grupo tiol reactivo, com-
parada con la que presenta Fru—1,6~P2, indica que el residuo
cisteina estd ubicado en o cerca de un sitio de alta afinidad
de unién por el Fru—2,6—P2, que no es el sitio catalitico; even-
tualmente seria un sitio alostérico. Se sugiere que el sitio

alostérico se corresponde con el sitio inhibitorio para Fru-

1,6~P, y el residuo cisteina reactivo podria ser la Cys-128.




ABSTRACT

The present work establishes that fructose-1,6-bisphospha-
tase is a good model to investigate the structure-function re-
lationship in a protein and contributes to an understanding of
the enzyme topography as well as the function of the lysine and
cysteine side-chains which are important in its catalytic mecha-
nism. The functional role of these residues have been studied
by selective chemical modification of £-NHy and thiol groups
with AMP-dialdehyde (AMP__) and potassium and sodium cyanate.

Modification of pig kidney Fru-P5ase with AMPOx {which is
not an inhibitor of the enzyme), followed by reduction withPhBH4,
produced a stable derivative with lower activity and decreased
sensitivity to AMP allosteric inhibition. Significant protection
from inactivation was afforded by the presence of high Fru—lﬁFPz
concentrations whereas the nucleotide preferentially protected
the enzyme against the loss of AMP inhibition. Incorporation of
[140] AMPox in the enzyme in the presence of Fru-—1,6--P2 showed
that there was total loss of cooperativity and partial decrease
in the inhibition by AMP, when 2 moles of the analog were bound
per mole of enzyme. These experiments suggest that the AMP
analog is covalently bound at or near the nucleotide allosteric
site. Amino acid analyses of the radicactive tryptic peptides
obtained from the | 3H] AMPox—enzyme derivative, revealed a high

content of glutamic and aspartic acids. The AMPox binding site
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probably corresponds to that described for pyridoxal-P and is
located in a hydrophobic region of the enzyme that gives
differential reactivity to the lysine residues.

The treatment of the enzyme with cyanate leads to a loss of
allosteric inhibition as well as to a loss of the activation by
monovalent cations. The presence of Fru-l,é—ﬁ! in the reaction
system eliminated the loss of both AMP inhibition and the
activation by potassium, but did not protect against the loss
of cooperativity. When the modification of the enzyme by cyanate
was carried out in the presence of AMP, a protection against the
loss of AMP inhibition and a partial alteration of cooperativity
was obtained.

The kinetics of the cooperativity change was pseudo first
order (k=2.3x10_2nd41—1 ) and independent of simultaneous alter-
ation of both the sensitivity to AMP and activation by potassium.
On the other hand, the loss of inhibition by AMP was affected
by the changes on cooperativity but was not dependent on the
loss of monovalent cation activation. The alteration of the in-
hibition by AMP is biphasic, with two first-order rates (k=1.26x
-1

10" ' min™! and 1.5x107%min"! ) being distinguishable.

Conformational changes induced by both Fru-1,6-P, and chemi-
cal modification of 1lysine residues are discussed. From the
evidence presented it is concluded that there are lysine resi
dues in the enzyme with different reactivities towards cyanate.

These lysine residues are involved in the cooperative inter-
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action between the AMP binding sites and in the inhibition by
AMP. The carbamylation of the lysine residues involved in AMP
cooperativity does not perturb significantly the AMP binding
site.

Based on kinetic data, it is shown that one molecule of
reagent must combine per enzyme functional unit in order to
produce a cyanate-enzyme derivative with no cooperativity. An
additional molecule per enzyme unit must combine to produce a
derivative with decreased sensitivity to AMP. Incorporation of
[14C]cyanate in the enzyme and analysis of the data by the Tsou
plot shows 7-8 residues per tetramer react with the modifier,
four of them being essential for +the inhibition by the
nucleotide. In the presence of Fru-1,6-P;, 6-7 residues react per
mole of enzyme, four of them essentials for AMP cooperativity.

The carbamylation of +the enzyme in the presence of
Fru—1,6--P2 permitted the isolation and characterization of the
fragment involved in AMP cooperativity. Partial, manual
Edman degradation of the tryptic peptide that contains the
radioactive homocitrulline showed +the sequence of residues
Lys-50-Tyr-57 of pig kidney Fru~P2ase. The modified residue was
shown to be lysine-50. Selective remodification of a Fru—Pzase -
cyanate derivative with | 14C ] cyanate permitted the isolation
and characterization of the fragment related to the AMP enzyme
affinity. Manual Edman degradation of the tryptic peptide which

contains the radiocactivity showed the sequence Ala-291- Lys-299,
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The modified residue was shown to be lysine-292. These results
indicate that this fragment is different from that related to
the cooperative interaction between AMP binding sites.

The effects of KV

on the Fru—Pzase activity have heen
studied. The addition of K' increased the apparent Km for
Fru—l,f)—P2 and decreased the inhibitory effect at high concen-
trations of substrate. At concentrations of Fru—1,6—P2 below
25 pM, the monovalent cation became inhibitory. The presence of
two distinct sites for the action of monovalent cations is
suggested.

The treatment of FruuPZase with sodium cyanate also affected
the high substrate inhibition. Significant protection from the
loss of K'Y activation and substrate inhibition was afforded by
the presence of Fru—l,ﬁ—ﬁz (25 mM) while only a partial pro-
tection was obtained with AMP.

Alteration of monovalent cation activation showed biphasic

kinetics and two groups, namely R or L type, were distinguishable

based on their fast or slow rates of reaction with cyanate. To
determine the pK and the pH independent second order rate con-
stant of the modified groups, the reaction rate between‘Fru—ﬁfse
and cyanate was followed as a function of pH. The values found
were @ pKR=7.2, pKL=5.7, kR=1041 Mmls—1 and kL=35 M_lsul.
Two moles of 114C] cyanate / mole of enzyme were incorporated

concomitantly with the loss of K*activation. The carbamylation

was reversible, corresponding to the S- [1%3] carbamil-cysteine
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isolated from the modified enzyme, and did not alter +the
monovalent cation effect on the catalytic site. It is suggested
that K ' decreases the affinity of the enzyme for Fru-1,6-Py at
both the catalytic site and at an allosteric site for the
substrate.

On the other hand, the carbamylated enzyme is not inhibited
by high Mg2+ concentrations. This leads to the proposal that
K* activation could be due, in addition, to the removal of the
Mgz+ inhibition. The protection exerted by Fru—2,6-P2 against
the modification of the thiol group (as compared to that exerted
by Fru—1,6—%1) indicates that the cysteine residue is located
at or near an allosteric site for Fru~2,6-P2 and that the site
is not the catalytic site. It is proposed that high levels of
Fru~~1,6—P2 probably inhibit by binding to this allosteric site
and that the reactive cysteine residue could be the cysteine-

128.
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INTRODUCCION

Generalidades

Las células rara vez sintetizan o degradan mis material
que el requerido para su metabolismo y crecimiento normal. En
efecto, las principales vias metabélicas poseen la capacidad
de autorregularse. El1 control del metabolismo celular, en su
esencia, involucra la regulacién de la actividad enzimitica.
Asi, la modulacidén de una via metabélica se puede lograr me-
diante la modificacién de la actividad de la enzima limitante
de la velocidad de la via, proteina que suele denominarse en-
zima reguladora (Umbarger, 1969).

La funcion bioldégica de las proteinas requiere de una es-
tructura condicionada por las uniones covalentes en la cadena
polipeptidica y de una conformacién que es modulada por ligan-
dos especificos. Aunque la mayoria de las funciones celulares
involucran la participacién de proteinas, la unién de ligandos
a la proteina es siempre el preludio a cualquier cambio causa-
do por ella.

La gran diversidad de funciones de las proteinas hace ne-
cesario el estudio de los aspectos estructurales, como asimis-
mo el de los mecanismos involucrados en las interacciones
proteina-macromolécula y proteina-ligando. Es asi que, para

estudiar aquellas enzimas que estdn adaptadas para cumplir una




funcién reguladora, ademds de la catalitica, se requieren
enfoques experimentales que proporcionen informacién sobre 1la
relacién entre la estructura de la proteina y su rol fisioclé-
gico. Para estudiar la relacidén estructura-funcién de protei-
nas es de primordial importancia la identificacién y localiza-
cién de residuos de aminoicidos de los sitios activo ¥ regula-
dores de la enzima, asi como la asignacién de funciones espe-
cificas en el mecanismo enzimitico. Se acepta que para cada
enzima, la compartimentalizacién celular y su participacién
en el metabolismo estin asociadas a las propiedades fisicoqui-
micas de la proteina. Por esto, se hace de particular interés
entender los procesos que resulten de la interaccidn, en solu-
cidén, de enzimas alostéricas con sus ligandos; i.e., sustratos,

productos y metabolitos reguladores.
Mecanismos de regulacidn

La modulacién de la velocidad de reaccién por control di-
recto de la actividad enzimitica puede ocurrir ya sea a través
del mecanismo catalitico propiamente tal, por ejemplo, efectos
de sustratos, productos, coenzimas, como asimismo por acopla-
miento de este mecanismo catalitico a otros procesos: retroin-
hibicién, activacién por precursor, polimerizacién- despolime-
rizacién, unidén a membranas, modificacién covalente catalizada

enzimaticamente y control por cationes monovalentes Yy divalen-

tes (para revisién y referencias ver Stadtman, 1970). He




estimado de particular interés considerar principalmente 1la
base molecular de las isotermas de unién sigmoideas (efectos
cooperativos) y el control ejercido por metabolitos que no son
sustratos o productos de la reaccidén enzimitica misma (regula-

cidén alostérica).

Sitios alostéricos

El concepto generalizado de sitios alostéricos en protei-
nas y sus interacciones con moléculas efectoras ha sido ele-
gantemente discutido por Monod y col. (1963). Ellos pusieron
de relieve el hecho que los metabolitos efectores de enzimas
reguladoras son alostéricos (i.e., no tienen parecido estruc-
tural) con respecto a los sustratos normales de las enzimas.
Este hecho, unido a la consideracién de que las enzimas gene-
ralmente estin caracterizadas por un alto grado de especifici-
dad hacia el sustrato, los llevé a proponer que los metaboli-
tos efectores de enzimas reguladoras ejercen sus efectos inte-
ractuando en sitios alostéricos especificos en la enzima y,
de ese modo, inducen o estabilizan estados conformacionales,
los cuales tienen una diferente afinidad por los sustratos en
el sitio catalitico. Asi, los efectores alostéricos fueron de-
finidos como interacciones indirectas entre sitios de unién
topogriaficamente distintos, lo que habia sido sugerido con

anterioridad por Gerhardt y Pardee (1962).




4.

Se han utilizado diversos enfoques experimentales para po-

ner de manifiesto la existencia de un sitio alostérico diferente al

sitio catalitico:

1.

Las enzimas reguladoras pueden hacerse insensibles a la ac-
cidén de activadores o inhibidores sin que se altere su acti-
vidad catalitica. Asi, se ha logrado obtener desensibiliza-
cibén selectiva por tratamientos de la enzima con agentes mer-
curiales, urea o calentamiento breve (Gerhardt y Pardee,
1962; Marcus, 1967), enzimas proteoliticas (Taketa y Pogell,
1965), anhidrido acético {(Marcus, 1968), piridoxal 5-fosfato
(Marcus y Hubert, 1968; Colombo ¥ col., 1972), fuerza iédnica
o envejecimiento a 0°-5° (Murphy y Wyatt, 1965) ¥y con cambios
en el pH del medio (Hathaway y Atkinson, 1963). Esta desensi-
bilizacidén se atribuye a una desnaturalizacidén o modificaciédn
quimica selectiva del sitio alostérico.

Retroinhibidores (efectores negativos) o metabolitos activa-
dores (efectores positivos) a menudo protegen la actividad
catalitica de una enzima reguladora contra agentes desnatura-
lizantes, mientras los sustratos no lo hacen. Es improbable
que la unidn de t;,fectores al sitio catalitico tenga algtn
efecto protector que no se manifieste con el propio sustrato
(Stadtman y col., 1961).

Se han obtenido mutantes que afectan la susceptibilidad de
ciertas enzimas reguladoras a la accién de efectores negati-
vos, sin alteracién de la actividad catalitica (Gerhardt y

Pardee, 1962; Monod y col., 1963).




4. Enzimas provenientes de distintas fuentes muestran diferen-
cias en cuanto a la presencia de un sitio alostérico. Asi,
en contraposicién a las enzimas aisladas de tejidos gluconeo-
génicos animales, la fructosa-1,6-bisfosfatasa (Fru—Pzasa)
de cloroplastos de espinaca no es inhibida por AMP (Buchanan
y col., 1971), una de las propiedades mas generales de las
fructosa-1,6-bisfosfatasas.

5. Estudios de unidn de efectores negativos han mostrado que
esta unidén puede no ser influenciada por la presencia de con-
centraciones saturantes de sustratos y vice-versa. Por ejem-
plo, la unidén del inhibidor AMP a ciertas formas de glutamina
sintetasa de E. coli no es afectada por la presencia de con-
centraciones saturantes de los sustratos NH3 o glutamato
(Ginsburg, 1969). Mis atn, en Fru-P,asa de higado de rata el
sustrato aumenta la unién del inhibidor AMP (McGrane y col.,
1983).

6. Se ha demostrado que, en algunas enzimas, el sitio de unién

del efector y el sitio catalitico se encuentran en subunida-

des separadas y diferentes de la enzima, por ejemplo, aspar-
tato transcarbamilasa (Gerhardt y Schachman, 1965).

En vista de estas consideraciones los efectores negativos

que presentan aparentemente cinéticas que se definen clisicamente

como de naturaleza competitiva, no ejercen su efecto por compe-

tencia directa con el sustrato por el sitio catalitico de la en-

zima. Estos efectores reaccionan en un sitio alostérico ¥




estabilizan o inducen un cambio conformacional de la enzima. Para
clarificar la nomenclatura utilizada, se ha denominado "Sistema
K" a aquellos que presentan un comportamiento cinético competiti-
vo, ya que involucran cambios en la Km aparente para el sustrato
(KO,S) Yy no cambian la Vmix. Los sistemas no competitivos son de-
finidos como "Sistema V" pues involucran cambios en la Vmix pero

no en la Km aparente (Monod y col., 1965).

Cinética de enzimas no micaelianas

Normalmente la unidén del sustrato a la enzima sigue una fun-
cién de saturacién hiperbélica, pero con frecuencia en las enzi-
mas regulables la funcidn de saturacidén del sustrato es sigmoidea
(Umbarger, 1956; Gerhardt y Pardee, 1962). Tales cinéticas méas
complejas son compatibles con la existencia en la enzima de dos
o mids sitios interaccionantes de unién de sustrato, de forma que
la unidén de una molécula de sustrato facilitaria (efecto coopera-
tivo positivo) la unién de la molécula siguiente. Este comporta-
miento cinético "anormal" es una caracteristica comin en un gran
nimero de enzimas reguladoras (Neet, 1980). La curva sigmoidea
presenta un intervalo de concentraciones donde la velocidad de
reaccién es mucho mis sensible a la concentracién de sustrato que
en el caso de una funcidn hiperbélica; asi la actividad enzimati-
ca puede ser regulada en forma muy fina por las concentraciones
de sustrato y efectores.

Las interacciones o efectos homotrépicos corresponden a los

que se producen entre moléculas de ligando idénticas y pueden




la respuesta sigmoidea de la actividad enzimitica frente a aumen-
tos en la concentraciém del sustrato o efectores, es de gran im-
portancia en la regulacién celular.

El término enzima alostérica a veces ha llevado a confusiédn
ya que en algunas oportunidades se ha propuesto que cualquier en-
zima que exhibe cinética sigmoidea, es alostérica. La definicién
original se basd en el hecho que el sitio de unién para los efec-
tores (el sitio alostérico) es claramente diferente al sitio de
unidn para el sustrato. Esta definicidén no hace referencia a la
presencia o ausencia del comportamiento cinético cooperativo, ni
al mecanismo de los efectos cooperativos. De este modo, el uso
del término en forma adecuada es 0Gtil ya que describe una situa-
cién 1unica para muchas enzimas regulatorias. Sin embargo, al
usarse en forma amplia, es decir, para denotar la existencia de
un comportamiento cinético cooperativo o el mecanismo de éste,
el término se hace ambiguo y a veces errdéneo. La existencia de
una cinética cooperativa no ha sido demostrada en todas las enzi-
mas alostéricas y las funciones de saturacién sigmoideas podrian
derivar de alguno de los mecanismos propuestos, diferentes a
aquel en que se basdé el modelo de transicidén-concertada, por
ejemplo glucoquinasa (CArdenas, 1982). Por esto, el término
"enzima alostérica" se restringe al conferido en la definicidn
original (Monod y col., 1963). Asi, puede eventualmente encon-
trarse - que un gran niimero de enzimas son regulato-

rias mientras ninguna puede ser sélo alostérica.




Fructosa-1,6-bisfosfatasa, una enzima alostérica

Uno de los nutrientes que la célula utiliza como fuente de
energia es la glucosa. En el metabolismo de este carbohidrato se
destacan entre otras, la via catabdlica glicolitica y la via ana-
bdlica gluconeogénica.

El control de la glicdlisis y de la gluconeogénesis es ejer-
cido a nivel de un limitado numero de reacciones termodinidmica-
mente irreversibles, de modo que se requieren enzimas diferentes
para catalizar la interconversiéon de metabolitos en sentidos
opuestos. Entre estas enzimas tenemos aquellas que conducen a la
formacién ¢ a la hidrélisis de fructosa-1,6-bisfosfato, un meta-
bolito comin a ambas vias metabélicas (Pontremoli y Horecker,
1971). Una forma importante de control de la velocidad neta del
flujo de estas reacciones opuestas seria la fluctuacidén de 1la

concentracién de Fru-1,6-P, (Kirtley y McKay, 1977). La concen-

2
tracién de este metabolito intermediario depende de la actividad
de dos enzimas diferentes que catalizan estas reacciones. En 1la
direccién de la glicélisis es requerida fosfofructoquinasa y en
la gluconeogénesis la reaccidn inversa es catalizada por fructosa
1,6-bisfosfatasa. La figura 1 muestra las reacciones que generan
y regulan el nivel de Fru-—l,6-P2 Yy el papel clave de la fructosa-
1,6-bisfosfatasa en la regulacidén de la gluconeogénesis.

Ciclaje de sustratos. Si bien es cierto que el funcionamiento si-
multaneo de estas dos enzimas constituiria un ciclo de sustrato

energéticamente inditil ya que conducirfia a la hidrélisis innece-

saria de ATP, hay pruebas de que este ciclo existe (Newsholme y
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Gevers, 1967; Newsholme y col., 1972; Hers y col., 1981) Yy que
la regulacion del metabolismo de los glicidos a este nivel depen-
deria de la relacidén entre las actividades de fosfofructoquinasa
y fructosa-1,6-bisfosfatasa (Bloxham y col., 1973). Esta razdn
de actividades estd relacionada directamente a la carga energéti-
ca de la célula ya que ambas enzimas estidn sujetas, entre otros,
2 un control por AMP (McClard y Atkinson, 1979).

Es evidente que las actividades de estas dos enzimas deben
ser controladas a través de mecanismos sensibles que permitan
mantener su normal funcionamiento y disminuir la formacién del
ciclo del sustrato (para revisiones ver Scrutton y Utter, 1068;
Katz y Rognstad, 1975; Hue, 1981; Hers y Hue, 1983; Tejwani,
1983). En esta y otras situaciones anilogas, el acoplamiento de
reacciones antagénicas se previene por la accién reciproca de me-
tabolitos en las dos enzimas involucradas. Asi, los efectores que
activan una enzima inhiben la otra y vice-versa (Stadtman, 1970).
Como se muestra en la figura 1, varios son los metabolitos que
presentan efectos reciprocos sobre las actividades de fosfofruc-
toquinasa y fructosa-1,6-bisfosfatasa. La fosfofructoquinasa es
activada por AMP y Fru-1,6-P, (Passoneau y Lowry, 1962, 1964;
Ramaiah y col., 1964; Underwood y Newshold, 1965, 1967; Bloxham
y Lardy, 1973) y es inhibida por ATP (Ramaiah y col., 1964); en
cambio, sobre Fru-P,asa, estos metabolitos tienen efectos opues-
tos (Mendecino y Vasarhely, 1963; Taketa y Pogell, 1965; Opie y

Newsholme, 1967; McClard y Atkinson, 1979}, La efectividad de

este control aumenta ya que las concentraciones relativas de AMP
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FIGURA 1. Regulacién de la actividad de fosfofructo—
quinasa y fructosa 1,6-bisfosfatasa producida por dife-
rentes metabolitos., La accién antagédnica de activado-—
res (A) e inhibidores (I) sobre las actividades de estas
enzimas puede reducir la magnitud del ciclo del sustrato
in wvivo. (Adaptado de Pontremoli y Horecker, 1971;
Tejwani, 1983).
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¥y ATP varian inversamente. Ademis, en la figura 1 se indica el
efecto reciproco de otros metabolitos (ver Tabla II en Stadtman,
1970; Tabla II y Fig. 3 en Tejwani, 1983) sobre las actividades
de estas dos enzimas. Si bien 1la mayoria de las propiedades regu-
latorias de las fosfofructoquinasas y Fru—Pzasas de mamiferos son
comunes, la intensidad de respuesta probablemente depende del or-
ganismo y tejido en el que se estudie. Por otro lado, Babul ¥y
Guixé (1983) han postulado que fosfoenolpiruvato podria prevenir

la formacidén del ciclo del sustrato en Escherichia coli, pues

ejerce un efecto activante sobre 1la FruuPzasa, es decir, bloquea
la inhibicién de la enzima por AMP (Babul y Guixé, 1983), e inhi-
be a la forma mas abundante de fosfofructoquinasa de E. coli
(Babul, 1978). Estudios de la existencia del ciclo futil bajo
condiciones gluconeogénicas han mostrado que éste es marginal
(Daldal y Fraenkel, 1983).

Marcus (1981) ha discutido el significado regulatorio de la
inhibicién de Fru—Pzasa por AMP. Utilizando datos obtenidos con
la enzima de higado de ratén concluye que, a concentraciones fi-
sioldgicas de AMP (150-200 uM), la actividad de la enzima se hace
del orden de las velocidades de gluconeogénesis (i.e., hasta 2
umol/min/g de higado) Y que de esta forma AMP 1lleva a Fru—Pzasa
al rango de actividad (0 a 3 U/g de higado) de su contraparte,

la enzima glicolitica fosfofructoquinasa. De esta forma, una dis-

minucién en la actividad de esta dGltima enzima podria producir

un gran aumento en el flujo gluconeogénico.
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Algunas hormonas pueden interferir en la actividad de algu-
nas enzimas regulatorias, por ejemplo a través de una fosforila-
cién reversible que modifica la cinética de la enzima con respec-
to a sus sustratos y la susceptibilidad a la accidén de activado-
res e inhibidores alostéricos.

Desde su descubrimiento por Gomori (1943), el rol clave de
Fru-P asa en la gluconeogénesis ha sido ampliammente reconocido
y, hasta ahora, se ha acumulado una gran cantidad de informacién
referente a esta enzima (para revisiones recientes ver Hue, 1981;
Marcus, 1981; Benkovic y De Maine, 1982; Tejwani, 1983; Hers y

Hue, 19083).

Propiedades de la enzima. La fructosa-1,6-bisfosfatasa (D-fructo-
sa-1,6-bisfosfato 1-fosfohidrolasa, E.C. 3.1.3.11), constituye
un excelente modelo para estudiar las caracteristicas estructura-
les de una enzima y cémo éstas se comportan en el complejo enzi-
ma-sustrato, dado que puede obtenerse en grandes cantidades en
un alto estado de pureza. Ademids, se encuentra disponible una
considerable cantidad de informacién quimica y fisica sobre ella
(Pontremoli y Horecker, 1971; Horecker y col., 1975, 1980; Marcus,
1981; Benkovic y De Maine, 1982; Tejwani, 1983). Sin embargo, se
conoce poco acerca del papel y de las propiedades de algunas ca-
denas laterales de aminodcidos, como los residuos lisina y cis-
teina, que son claves en el mecanismo catalitico de otras enzimas
(Glazer, 1970; Braunstein, 1973; Chou y Wilson, 1974; Sigman v

Mooser, 1975; Wood y col., 1981). Gran parte del trabajo realiza-

&
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raciones enzimdticas caracterizadas por un pH 6ptimo alcalino
(enzima "alcalina"). En ese momento se establecid claramente que
la forma nativa de la enzima muestra actividad maxima a pH neutro
(Byrne y col., 1971; Traniello y col., 1972; Nakashima y Horecker,
1971). Estos cambios en pH éptimo y en otras propiedades de la
enzima son producto de proteédlisis limitada que se produce duran-
te el proceso de purificacién (Traniello y col., 1971; Colombo
¥y Marcus, 1973). Por esto, la investigacién de Fru—Pzasa puede
dividirse cronoldgicamente en dos periodos: el primero, compren-
dido entre 1943 y 1971, en el que se estudia principalmente 1la
enzima alcalina, y el segundo, desde 1972 a la fecha, dedicado
a estudiar la forma "neutra” (nativa) de Fru—Pzasa.

La fructosa-1,6-bisfosfatasa cataliza la hidrélisis de fruc-

+ (Gomori, 1943;

2+

tosa-1,6-bisfosfato para lo que requiere Mgz
Pontremoli y col., 1968; Hubert y col., 1970) o Mn (Mokrash y
McGilvery, 1956; Pontremoli y col., 1968). La Fru—Pzasa nativa
aislada de diferentes fuentes es un tetrimero compuesto de sub-
unidades idénticas con pesos moleculares que varian entre 36.000
y 40.000 (Benkovic y De Maine, 1982; Rittenhouse y col., 1983).
Se ha determinado que el de la enzima de rifion de cerdo es de
36.534 (Marcus y col., 1982). El tetramero posee cuatro sitios
cataliticos y entre 2 y 4 sitios de unién de AMP (Taketa y Pogell,

1965; Nimmo y Tipton, 1975; Benkovic y De Maine, 1982; Tejwani,

1983; McGrane y col., 1983).
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Ademéds de su inhibicién alostérica por AMP, la actividad de
la Fru-P asa es regulada por otros mecanismos, entre los que des-
tacan la inhibicidn por altas concentraciones de su sustrato Fru-
1,6-P, (Taketa y Pogell, 1963, 1965; Traniello y col., 1971;
De Maine y Benkovic, 1972; Pontremoli y col., 1973; Marcus y col.,
1973; Nimmo y Tipton, 1975a) y por el efector, recientemente des-
cubierto, fructosa-2,6-bisfosfato (Van Schaftingen y Hers, 1981;
Pilkis y «col., 1981, 1981a; Hers y Van Schaftingen, 1982;
Gottschalk y col., 1982; Frangois y col., 1983). Son importantes
también la activacién por cationes monovalentes (K+, NHZ) (Hubert
y col., 1970; Nakashima y Tuboi, 1976) y por cationes divalentes
(Mg2+, Mn2+, Zn2+, Ca2+) (Gomori, 1943; Mokrash y McGilvery, 1956;
Nimmo y Tipton, 1975a; Tejwani y col., 1976, 1976a). Estos ulti-
mos esenciales para la actividad catalitica, ademis funcionan co-
mo efectores alostéricos; por ejemplo, an+ puede actuar como ac-
tivador o regulador alostérico negativo, dependiendo de su con-
centracidn; Mg2+ puede ser activador o inhibidor, dependiendo de
la concentracién de Fru—1,6-~P2 (para revisidén, ver Tejwani, 1983%
Se ha descrito la presencia de dos a tres sitios de unién para
metales divalentes por subunidad (Tejwani, 1983) y se ha sugerido

que Fru-P_asa podria funcionar in vivo como una zinc metalopro-

2
teina (Benkovic y col., 1978). Por otra parte, Marcus ¥y col.
(1973) han postulado la presencia de un segundo sitio de unién

para Fru—l,6-&§ » relacionado a la inhibicidn por exceso de sus-

trato.
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Algu?as caracteristicas cinéticas de estos procesos han sido
analizadas. Se han observado diversos efectos, entre otros: la
presencia de cationes monovalentes no solc aumenta la constante de
afinidad aparente para Mgz+ ¥y Fru—l,ﬁ—Pz, sino también la sensi-
bilidad de la enzima hacia AMP; al aumentar la concentracidn del
catién divalente aumenta la respuesta cooperativa de la enzima
hacia AMP, observindose una disminucién correlativa de la afini-
dad hacia el inhibidor (Hubert y col., 1970; Nimmo y Tipton,
1975a). Sin embargo, los mecanismos de las interacciones entre
el sustrato, los efectores y la enzima, no han sido totalmente
esclarecidos. Se sabe asimismo, que la enzima es susceptible a
protedlisis durante el proceso de purificacibén, o en ciertas con-
diciones fisioldégicas, liberindose un fragmento de 60 residuos
(péptido-8) que corresponde ai extremo amino terminal de la pro-
teina. Se genera, ademis, una proteina-S con un pH éptimo alcali-
no, una menor sensibilidad a AMP y que no presenta activacidn por
cationes monovalentes (Colombo y Marcus, 1973; Horecker y col.,
1975; Dzugaj y col., 1976; Horecker y col., 1978; Marcus, 1981).

El efecto de 1los cationes monovalentes sobre Fru-P2 asa
(Hubert y col., 1970; Behrisch, 1971; Black y col., 1972;
Gonzalez y col., 1972; Hochachka, 1972; Villanueva y Marcus, 1974;
Marcus, 1975) ha sido poco estudiado, si se le compara al del nu-
cledtido. En uno de los trabajos existentes sobre este tema
(Nakashima y Tuboi, 1976) se ha sugerido la presencia de dos si-

tios distintos para la accién del catién monovalente en Fru—Pzasa
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Uno de estos sitios seria el sitio catalitico y el otro seria un
sitio alostérico para el K'.

Teniendo presente que la activacién por cationes monovalen-—
tes es postulada como un mecanismo regulatorio de 1la enzima, es
importante tratar de dilucidar el modo de accién del K' sobre
Fru-Pzasa, ¥y asimismo esclarecer el rol funcional y las propieda-
des de aquellos grupos de la enzima involucrados en la interac-—
cién con este catidn.

Por otro lado, puesto que la inhibicién altamente especifica
de 1la Fru-Pzasa por AMP es uno de los mecanismos postulados de
regulacién de la gluconeogénesis, el conocer a través de la modi-
ficacidén quimica las interacciones que se establecen entre una
regién especifica de la enzima y su inhibidor alostérico AMP,
conduciria a una mejor comprensién del mecanismo que modula la
actividad catalitica de 1la Fru-P,asa.

La existencia del sitio de unién para el AMP ha sido demos-
trada por estudios de tipo cinético (Taketa y Pogell, 1965; Stone
y Fromm, 1980}, unién del nucleétido (Pontremoli y col., 1969,
Kratowich y Mendicino, 1974), modificaciones guimicas {(para revi-
sién, Benkovic y De Maine, 1982) y marcacién por afinidad (Marcus
y Haley, 1979; Slebe y col., 1981).

La menor sensibilidad que presenta la proteina-S al inhibi-
dor alostérico AMP, apoyé la idea que el sitio de unién del

nucledétido estaria localizado en este péptido. Sin embargo, no
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ha sido posible hasta la fecha probar esta hipétesis y, por el
contrario, la modificacién quimica de Fru—PZasa por reactivos que
presumiblemente modifican el sitio de AMP, como piridoxal-P (Cruz
y col., 1979; Marcus y col., 1981} y 8-azido-AMP (Marcus y col.,
1981) dan como resultado 1la modificacién de residuos de 1la pro-
teina-S y né del péptido-S.

Recientemente se ha determinado la estructura primaria de
la Fru—Pzasa de rifién de cerdo, en la que se han presumiblemente
localizado los sitios catalitico, alostérico para AMP y de fosfo-
rilaciéon (Marcus y col., 1982). Ademis, se conocen las secuencias
del péptido-S (El-Dorry y col., 1977) v de los péptidos que con-
tienen el sitio catalitico y el sitio alostérico para AMP (Xu y
col., 1981, 1982; Suda y col., 1982), de la enzima de higado de
conejo (determinacién de secuencia incompleta). Sin embargo, se
ha sugerido que los residuos comprendidos en 1la cooperatividad
hacia AMP son diferentes a los relacionados con la afinidad hacia
el inhibidor (Slebe y col., 1981). Esto hace pensar que deberian
encontrarse dos residuos modificados por subunidad (8 residuos
por tetrimero), relacionados con la iphibicién alostérica hacia
AMP, presumiblemente localizados en diferentes regiones de 1la

proteina.

Fosforilaci6n. Parte de los trabajos recientes sobre Fru—Pzasa
se ha centrado en la posibilidad de que la enzima de tejidos glu-
coneogénicos esté bajo control hormonal (Marcus, 1981). La enzima

de higado de rata es ficilmente fosforilable en estado nativo, en
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un gitio localizado cerca de su extremo carboxilo terminal (Hosey
y Marcus, 1981)}. Sin embargo, la enzima de otras fuentes, ni la
de rifién de cerdo, lo es. La enzima de rifién de cerdo es sustra-
to s6lo cuando la reaccién de fosforilacién se realiza en presen-
cia de altas concentraciones (1,6 M) de urea (Hosey y Marcus,
1981). Mas atn, la localizacién del residuo serina fosforilable

en las Fru—Pzasas de higado y rifién, es completamenta diferente.

Modificacién quimica. Una de las herramientas mas utilizadas
en el andlisis de grupos funcionales de enzimas, es la modificacién
quimica. Esta permite estudiar la estructura y topografia del
centro activo, la localizacién individual de residuos de amino-
dcidos y su participacién en la mantencién de la conformacidn ac—
tiva (Cohen, 1970; Colombo y Marcus, 1974; Sigman y Mooser, 1075
Nimmo y Tipton, 1975a; Slebe y Martinez-Carrién, 1978; De Maine
y Benkovic, 1980; Cunningham y col., 1981). Este mismo enfoque
experimental se utilizé para estudiar los residuos implicados en
la regulacidén de la actividad de Fru-P, asa. Se relacionan las
constantes de primer orden de velocidad de modificacién de grupos
de cadenas laterales de aminoicidos especificos, con la altera-
cién de la actividad biolégica.

Parte del trabajo dirigido a tener una mayor comprensidn de
las propiedades funcionales de Fru-P, asa neutra, se ha llevado
a cabo mediante la modificacién quimica de ciertos residuos de
aminodcidos (para revisién y referencias, ver Benkovic y De Maine,
1982).

Los estudios de modificacién quimica realizados con N-acetil-
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imidazol, en Fru-P,asa de higado, han demostrado que existen re-
siduos tirosina relacionados con la inhibicién por AMP y con 1la
actividad catalitica (Pontremoli y col., 1966). La acetilacién
de 4 de estos residuos por mol de enzima produce una pérdida to-
tal de la inhibicién. El efector alostérico AMP proporciona una
proteccidon especifica de las tirosinas del sitio regulatorio.
La reactividad relativa de estos residuos de tirosina hacia N-
acetilimidazel se correlaciona con un valor anormal de pK, cerca-
no a 8,4, determinado espectrofotométricamente (Pontremoli y col.
1969).

La participacién de los grupos tioles en la inhibicidén de la
Fru—Pzasa de misculo por AMP ha sido estudiada por modificacién
con DTNB (Van Tol, 1974; De Maine y Benkovic, 1980). Después de
la titulacidén de 4 grupos sulfhidrilos reactivos, la enzima es
desensibilizada con respecto a la inhibicién por AMP. Este nu-
cle6étido, a una concentracidén que satura la enzima en experimen-
tos de unién directa (Fernando y col., 1970), no protege contra
la pérdida de la inhibicién alostérica. Por el contrario, la mo-
dificacién del residuo cisteina reactivo no produce cambios en
la sensibilidad hacia AMP de 1a Fru—PZasa renal (Chatterjee y
col., 1984; Reyes y col., 1985). Esto sugiere que los residuos
de cisteina modificados no estarian en el sitio de unidén de AMP,
pero serian elementos estructurales necesarios para la inhibicidn
alostérica. Esto estd de acuerdo con la postulacién que la modi-
ficacién de grupos SH induce un cambio conformacional (Little y

col., 1969; Geller y col., 1971).
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El tratamiento de la enzima renal con 2,3-butanodiona condu-
ce a una pérdida de la activacién por cationes monovalentes y a
una pérdida de la inhibicidén por AMP, demostrando la participa-
cién de residuos arginina en ambos procesos (Marcus, 1975, 1676).
Estos resultados indican que un residuo de arginina por subunidad
es esencial para la inhibicién por AMP a través de su probable
participacidén en la unién del grupo fosfato del nucledtido; ¥y
otro residuo arginina es esencial para la activaciédn por el ca-
tién monovalente.

Ademds de los reactivos descritos, los cuales modifican re-
siduos especificos de tirosina, cisteina ¥y arginina en la pro-
teina, se ha descrito que la modificacidn de cuatro residuos
lisina por mol de Fru-Pzasa renal con piridoxal fosfato, produce
una pérdida de la inhibicidn por AMP y de la cooperatividad o in-
teraccién entre los sitios de AMP (Colombo y col., 1972)., Este
tratamiento también conduce a una pérdida parcial de la actividad
enzimidtica y elimina la inhibicidn por exceso de sustrato (Marcus
y Hubert, 1968; Krulwich y col., 1969; Colombo ¥ col., 19723 Co-
lombo y Marcus, 1974). Esta 0ltima propiedad también se altera
con la modificacidén de residuos cisteina (Geller y Byrne, 19072;
Nimmo y Tipton, 1975a). En general, la modificacidén de un cierto
aminodcido especifico por subunidad conduce a 1la pérdida de 1la
inhibicién por AMP, gsin embargo no existe un residuo tinico que
sea responsable. Por otra parte, para abolir la actividad cata-
litica se requiere, aparentemente, una modificacidn de Fru—Pzasa

mds extensa (> 1 aminoicido/subunidad).
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Si bien es cierto que la modificacién de residuos de lisina
produce una pérdida de la cooperatividad y como consecuencia de
esto una menor sensibilidad al AMP (Colombo y col., 1972), sugi-
riendo que ambas propiedades podrian residir en la misma regién
de la proteina, nuevos estudios han permitido postular (Slebe v
col., 1981} que la carbamilacién de Fru—Pzasa renal permitiria
diferenciar residuos de lisina involucrados en la interaccidn en-
tre las subunidades de aquellos relacionados con la afinidad de
la enzima por AMP. En este trabajo se diferencian estos residuos
lisina estudiando su cinética de modificacién. Por otro 1lado,
no se ha establecido aifin el nimero y rol de grupos esenciales
para la activacidén por cationes monovalentes, ni el mecanismo median-
te el cual estos iones modulan la actividad de la enzima. Por
lo tanto, en el desarrollo de esta tesis se estudia el mecanismo
de accién del X* sobre la enzima para establecer la relacidén en-
tre activacidn por cationes monovalentes e inhibicidn por exceso
de sustrato.

A pesar de lo que ha sido publicado sobre la ubicacidn ¥y es-
tructura de las regiones de la proteina comprometidas en cada uno
de los procesos reguladores, existen controversias en relacidn a
datos estructurales, las que han impedido dilucidar importantes
interrogantes, por ejemplo: ;Cuil es el nimero de sitios de unidn
del inhibidor alostérico AMP en la proteina? ¢Cuil es el meca-
nismo de accidén de los cationes monovalentes? ¢La activacién
por K¥ es una resultante de 1a pérdida de inhibicidn por exceso

de Fru-1,6—P2? ¢Existe un sitio de unidén para K*? ;Tiene 1la en-
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zima un sitio alostérico para Fru—1,6—P2? (Es éste, a su vez,
el mismo sitio de unidén para Fru-2,6—P2? ¢Es la inhibicidn por
Fru—1,6—P2 producto de una interaccién del sustrato con el sitio

para AMP?

Propdsito de nuevos estudios. Para contribuir a dilucidar parte
de las midltiples interrogantes, se iniciaron estudios sobre 1la
modificacién de la enzima con un potencial marcador de afinidad
para el sitio de unidn del nucledtido, el dialdehido de AMP
(AMPox ), producido por 1la ruptura, con peryodato, de la ribosa
de la adenina 5'!'-monofosfato. Por otro lado, se utilizé cianato
de potasio o de sodio, para bloquear selectivamente grupos amino
de la enzima con una minima perturbacién en el microambiente del
sitio alostérico o de otras regiones especificas de la proteina.
Tanto los dialdehido-nucledsido-fosfatos (Powell vy Brew, 1976;
Ranieri y Raggi, 1976; Hinrichs y Eyzaguirre, 1982), como el cia-
nato (Veronese y col., 1972; Shen y Colman, 1975; Slebe y Marti-
nez-Carrién, 1976), han sido usados con éxito en varios sistemas
proteicos. Las caracteristicas moleculares de estos dos agentes
modificadores y las reacciones descritas se encuentran esquemati-
zadas en la Figura 2. En algunos casos la reaccidn del dialde-
hido puede producir un derivado morfolino como el postulado en
la quinasa pirtivica (Hinrichs y Eyzaguirre, 1982) y el cianato,
puede reaccionar reversiblemente con grupos tioles (Stark, 1964).

La reaccién selectiva de AMP,. ¥y cianato con solo algunos
grupos amino reactivos en enzimas, hace a estos modificadores

extremadamente dtiles para la identificacidn de grupos (& -amino
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FIGURA 2. Tlustracién esquemiatica de las caracte-
risticas moleculares de los agentes modificantes

AMP,, y HNCO y su reaccién con grupos reactivos de
la proteina.
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de residuos de lisina participantes en la funcidén enzimitica. Se
examinaron en este trabajo los efectos de AMPox ¥y cianato sobre
fructosa-1,6-bisfosfatasa de rifién de cerdo, en un esfuerzo por
localizar residuos lisina especificos en los sitios funcionales
de la molécula. Siendo asi, les grupos &-amino de la enzima
reaccionan con un grupo aldehido para formar una base de Schiff
la que es facilmente reducida y radiactivamente marcada; o si las
condiciones escogidas son apropiadas, los grupos €-amino de re-
siduos lisina de la enzima pueden ser selectivamente bloqueados
con cianato de sodio para formar un producto estable.

La etapa de caracterizacién de las condiciones de modifica-
cién para obtener derivados de la enzima con grupos E-amino de
residuos lisina selectivamente modificados, aparte de ser un paso
previoc obligado constituyé a la vez un objetivo en si. En efec—
to, se propuso obtener, y se obtuvieron, derivados enzima-modifi—
cador en los cuales s6lo la inhibicién alostérica por AMP o 1la
activacidén por K¥ fuera alterada, lo que nos permitid realizar
estudios de localizacidén y caracterizacién cinética y estequiomé-
trica de algunos de los sitios reguladores de la enzima i.e.,, si-~
tio de unién de AMP, sitio de accidén de K'.

La informacidén disponible en relacién con la enzima permite
individualizarla mediante algunos pardmetros muy uUtiles para su
estudio. En las tablas 1 y 2 se entregan, a modo de resumen, las
propiedades hasta ahora descritas para la fructosa-1,6-bisfosfa-
tasa de rifibn de cerdo y algunos datos de modificacién quimica

de la enzima.
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1

Propiedades de la Fructosa-1,06-bisfosfatasa de rifién de cerdo

pH 6ptimo neutro
Alta afinidad para Fru-1,6-P,

Inhibicidn por exceso de Fru—1,6—P2

Requerimiento de un catién divalente -

Activacidén por cationes monovalentes
Inhibicién por AMP
Inhibicién por Fru-2,6-P,

Mr = 146.136

Cuatro subunidades idénticas

Muy sensible a proteolisis limitada
Subunidad-S
Péptido-S

(pH 7.5)

{Km < 10 uM)
{( > 200 uM)
(Mgz+ o Mn2+)
(Kt o NHZ)

(Kj = 20 uM; ny = 2,5)

(K; = 3-5 uM; ny = 1,4-1,8)
(Mr = 36.534)
(Mr = 29.000)
(Mr = 6.500)
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Los objetivos de esta tesis son:

l.- Analizar el efecto de modificaciones quimicas de residuos

lisina y cisteina sobre las interacciones proteina-—efectores
¥y su actividad catalitica. Esto permitird obtener informa-
cidén acerca de: a) el rol de estos residuos en la interac-
cién de la proteina con AMP, cationes monovalentes, y catio-
nes divalentes, Fru—2,6—P2 y el sustrato; b) la caracteriza-
cién cinética y estequiométrica de aminoicidos (lisina y cis-
teina) relacionados a la inhibiciéﬂ alostérica por AMP y a

la activacidén por cationes monovalentes.

Estudiar la localizacidn y caracterizacién del sitio de uniédn
de AMP y de la regién de la proteina relacionada con 1la in-

teraccidén cooperativa de estos sitios.

Establecer la existencia de los sitios de unidn de cationes
monovalentes y de inhibicién por exceso de sustrato (sitio
alostérico para Fru—1,6-P2). Ademis, se pretende determinar
81 este Ultimo se corresponde con el sitioc de unidn de Fru-

2’6“P20

Estudiar posibles cambios conformacionales en Fru-P,asa deri-
vados de: a) modificaciones quimicas de 1a enzima; b) la
-

interaccidén de 1la Fru—Pzasa con sustrato, inhibidores o acti-

vadores de su funcién catalitica.




MATERTALES Y METODOS

REACTIVOS

1. Reactivos quimicos y materiales cromatogrificos. Las sales
sédicas de fructosa-1,6-bisfosfato, fructosa 2,6-bisfosfato,
fructosa 6-fosfato, glucosa 6-fosfato, AMP y NADP; DL-ditio-—
treitol, 2-mercaptoetanol, 4cido etilendiaminotetraacético,
dcido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico), Tris base, Hepes,
Pipes, glicina, acrilamida, bisacrilamida, TEMED, persulfato
de amonio, azul de bromofenol, azul de Coomassie, reactivo
Folin-Ciocalteu, SDS, 4dcido iodoacético, PMSF, urea, guanidi-
na-HCl, bromuro de ciandégeno, Triton X-100, PPO, POPOP, albi-
mina de bovino, S-carbamil -cisteina, subtilisina Carlsberg
(Proteasa tipo VII1), glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (EC
1.1.1.49, tipo VII de levadura) y fosfoglucosa-isomerasa (EC
1.1.1.9, tipo IIT de levadura) se obtuvieron de Sigma Chemi-
cal Co. (St. Louis, Mo., EE.UU.). En ocasiones también se
usaron enzimas auxiliares adquiridas de Boehringer y Soehne
{Mannheim, Alemania). TPCK~-Tripsina y Carboxipeptidasa A
fueron obtenidos de Worthington (New Jersey, EE.UU,). DEAE-
celulosa (DE-52), papel cromatogrifico (Whatman 3 MM) y fos-
focelulosa fueron productos de Whatman Ltd. (Springfield,
Kent, Inglaterra). Sulfopropil-Sephadex y Sephadex (G-10,

G-25, G-50 y G-100) fueron obtenidos de Pharmacia Fine Chemi-

29




30

cals (Uppsala, Suecia). El sulfato de amonio, de pureza pa-
ra uso enzimoldgico, se obtuvo de Mann Research Laboratories
(New York, EE.UU.) y la L-homocitrulina de Nutritiomal Bio-
chemicals Co. Ninhidrina, cloruro de titanio, metilcelosol-
ve, dcido trifluoroacético, acetonitrilo, trimetilamina ani-
dra, fenilisotiocianato, cloruro de dansilo, dansil-amino-
&cidos, PTH-aminocicidos, placas de polietilenimina y de
poliamida fueron obtenidos de Pierce Chemical Co. (Rockford,
EE.UU.). KNCO, NaNCO, TCA y el A4cido 1-amino-2-hidroxi-
naftaleno 4-sulfdnico fueron obtenidos de Merck A.G. (Darms-
tadt, Alemania}. { 14C]—cianato como sal de potasio y el
[ 2 ESH]AMP se obtuvieron de Amersham International plc (Bu-
ckinghamshire, Inglaterra), y el [U{14C }AMP era de New En-
gland Nuclear (Boston, EE.UU.). Hexano, benceno, etilaceta- .
to, heptano, metilacetato, metanol, &cido acético, &cido
clorhidrico y piridina fueron productos (A.C.S. y/o grado
espectral) de Fisher Scientific Co. (New Jersey, EE.UU.).
Otros reactivos eran. de calidad analitica, generalmente

Merck A.G. {Darmstadt, Alemania).

Preparacién del dialdehido-AMP. El derivado 2'3*'-dialde-
hido de AMP tilizado' en esté “trabajo’ fiie- preparado
en el laboratorio. El método adoptado de Easterbrook-Smith

(Easterbrook-Smith y col., 1976), se basa en la oxidacidn
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del AMP con peryodato de sodio en agua destilada a pH neu-
tro, lo que permite romper la unién carbono-carbono entre
los carbonos 2 y 3 de la ribosa del nucledétido. Una solu-
cién acuosa (0,5 ml) de AMP 20 mM, pH 6,0, se incubd con un
volumen equivalente de NaIO4 (22 mM) a 4°, por 1 h en 1la
obscuridad. La reaccién se detuvo por adicién de glicerol
(0,5 pmol/pmol AMP). La preparacién de [14C]—AMPox y [3H] -
AMPOx se realizd en forma similar, a partir de [U-14C3 AMP
y deEZ—:BH] AMP, excepto que previo a su oxidacién con per-
yodato se diluyeron (1/20) con AMP. El anilogo fue purifi-
cado por cromatografia en una columna de Sephadex G-10 (40
x 2,5 cm), equilibrada en KC1 25 mM. La presencia de yodato
0 peryodato gque ne reacciond, se determiné colocando en una
placa una gota de cada fraccién del eluido de la columna,
seguida por una gota de KI 0,5 M y otra de HZSO4 6 N. La

aparicibén de un color pardo, debido a la formacién de I se

97
considerd como un test positivo para Iql' Las fracciones
con absorbancia a 258 nm y libres de yodato, se reunieron
y liofilizaron. La concentracién de las muestras se calcu-
15 utilizando el coeficiente de extincién milimolar (14,9
cm” ! mM'J‘) del AMP,, (Easterbrook-Smith y col., 1976). La
pureza de la muestra fue determinada por cromatografia usan-

do 3 sistemas de solventes diferentes. Se cromatografié AMP

como referencia y las manchas se localizaron por luz UV y




32

deteccién de radioactividad. Cromatografia descendente en papel
(Whatman 3 MM) en 4cido isobutirico:NH40H:H20:EDTA 0,1 M (66:1:
32:1, v/v), mostrdé un solo compuesto que permanecid en el ori-
gen. No se detecté AMP (Ry 0,65). Cromatografia en papel usando
como solvente 1-butanol:icido acético:H20 (4:1:5, v/v), también
mostrd un compuesto con un valor de Rp de 0,08. Cromatografia
en placa fina en hojas de polietilenimina-celulosa, con NH4HC03

0,3 M como solvente, confirmé la pureza del material y mostré
que el [U- 14C] AMP, . ny—”3}i] AMP,, eran esencialmente puros
{ > 96%). Se prepararon en forma similar ATP-dialdehido, GMP
—dialdeﬁido y GTP-dialdehido. Todas las muestras purificadas

se guardaron a.pH 5,0 y a -80°.

PREPARACION DE LA FRUCTOSA 1,6-BISFOFATASA

La Fru—Pzasa neutra fue aislada y purificada a partir de
rifiones de cerdo, esencialmente siguiendo el procedimiento des-
crito por Colombo y col. (1972) con algunas modificaciones (Co-
lombo y Marcus, 1973; Marcus y Haley, 1979). Este método permi-
te el aislamiento de una enzima, que mantiene durante la pu-

rificacién su razdén inicial de actividades medidas a pH 7,5 ¥

9,5.

1. Preparacién de extracto crudo. El material biolégico fue

obtenido en el Matadero de Valdivia. Los animales fueron sacri-
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ficados por corte de la vena yugular y se desangraron. Los 6r-
ganos (4-6) se extrajeron en un tiempo miximo de 15 minutos des-—
pués del sacrificio de los animales, se colocaron en hielo moli-
do y se transportaron al laboratorio para ser procesados. Una
vez obtenidos los rifiones, se depositaron sobre papel filtro
para sacarles el maxime de tejido conectivo, se les separd la
corteza (aproximadamente 350 g), que fue homogeneizada
con 2 volimenes de una solucidén fria de EDTA 1 mM, pH 8,0 en una
juguera Waring Blendor a mixima velocidad por 2 minutos. De es-—
ta forma se obtuvo un extracto que presenté actividad hidroli-
zante de Fru-1,6—P2. Todo el proceso de extraccién fue realiza-

do entre 2 y 4°.

2. Purificacidén de la enzima. El extracto obtenido en la etapa
anterior se llevé a pH 4,5 mediante la adicién, a temperatura
ambiente, de &cido acético 1,7 M. La solucidén fue agitada por
5 minutos y el precipitado resultante fue separado centrifugando
durante 30 minutos en una centrifuga Sorvall a 6.000 x g a 4°.
El sobrenadante se filtré a través de lana de vidrio, evitando
asi la contaminacién con materia grasa, se ajustd a pH 7,0 con
una solucién de Tris;base 2 M y fue calentado en un bafic de agua
a 55° por 5 minutos. El precipitado formado fue removido por
centrifugacion a 4°, por 30 minutos a 6.000 x g. Al sobrenadan-
te a 4° se le agregd, lentamente y con agitacién suave, sulfato
de amonio s6lido hasta una concentracién de 45% de saturacién,

manteniendo el pH en 7,0 con KOH 10 M. Terminada 1z adicién de
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sal, se dejbé agitando suavemente 10 minutos ¥y luego se centrifu-
g6 a 6.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante se 1llevéd a
un 60% de saturacién agregindole una cantidad adiciomal de sul-
fato de amonio sélido, procediéndose en forma similar a la des-
crita. El precipitado 45-60% fue retirado por centrifugacidn,
se resuspendidé en el menor volumen posible de una solucidn amor-
tiguadora que contenia malonato de potasio 10 mM, pH 6,5, EDTA
0,1 mM y se dializé durante 24 h contra 3 litros de la misma
solucibn.

El dializado fue centrifugado para eliminar el material
agregado que ocasionalmente pudo formarse y fue aplicado a una
columna de fosfocelulosa (3 x 30 cm) equilibrada con malonato
de potasio 10 mM, pH 6,5, EDTA 0,1 mM. Una vez aplicada la mues—
tra, se lavé la columna con la misma solucién eliminando todo
el material no retenido, y la enzima se eluyé a temperatura am-
biente con una solucién amortiguadora que contenia malonato de
potasio 10 mM, pH 6,5, EDTA 0,1 mM, Fru—1,6—P210 mM y AMP 0,5
mM. Se recolectaron fracciones de 4 ml a un flujo de 1 ml/min
en un colector Gilson UV-280 IF provisto de un registrador auto-
matico de absorbancia a 280 nm. La actividad enzimitica de las
fracciones se ensayd como se describe mis adelante, y aquellas
fracciones con actividad mayor que 20 unidades/ml fueron reuni-
das y concentradas por precipitacién con sulfato de amonio al
90% de saturacién. Después de centrifugar por 15 minutos a

27.000 x g, el sedimento se suspendié en el minimo volumen posi~

ble de una solucién de Tris-HC1 20 mM, pH 7,5, EDTA 0,1 mM, ¥y
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fue desalado por filtracién en una columna de Sephadex G-75 (1,5
x 20 cm) equilibrada con el mismo amortiguador. Se colectaron
fracciones de 1 ml y se reunieron aquellas con absorbancia mayor
que 1,0. El eluido seleccionadc se calentd en un bafio de agua
a 62° por 5§ minutos, y el precipitado formado fue removido por
centrifugacién.

La enzima asi purificada presenta una sola banda de protei-
nas y es estable durante varios meses a -18°. Antes de usarla
se comprobaban sus pardmetros cinéticos con Fru~1,6-P2 0,5 mM

+ . R .
5 mM, especialmente su inhibicidén por concentraciones va-

y Mg’
riables de AMP, su activacién por K' y la razén de actividades
entre pHs 7,5 y 9,5. La actividad especifica de la enzima obte-
nida fue de 11 a 12 U/mg ensayada en ausencia de 150 mM K~ y de
27 a 30 U/mg de proteina, ensayada en presencia de 150 mM K+,
en las condiciones que se describen mas adelante.

La razén de las actividades medidas a pH 7,5 ¥ 9,5 se man-
tuvo sobre 1,7 durante todas las etapas de purificacidén, varian-
do el valor final entre 1,8 y 2,0. Esta razén es una estimacidn
aproximada de la cantidad de Fru—Pzasa modificada por protedli-
sis durante el proceso de purificacién (Nakashima y Horecker,

1971). Valores menores que 1,6 indican una alta proporcidn de

la forma alcalina de la enzima.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad se determindé mediante dos métodos ¥ en ambos

la reaccién se inicid al agregar la preparacién enzimitica.
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1. Ensayo colorimétrico para determinar fosfato inorginico. La
actividad hidrolizante se midié determinando la cantidad de fos-
fato inorginico liberado a partir de Fru—1,6—P2 (Fiske y Subba-
Row, 1925), en un sistema de ensayo similar al discontinuo des-
crito por Marcus (1967). Este ensayo aprovecha 1la formaciédn
del 4cido fosfomolibdice por accién del &cido ortofosférico so-
bre el &cido molibdico. El1 A4cido fosfomolibdico al ser redu-
cido origina 6xido de molibdeno de color azul, cuya intensidad
del color es directamente proporcional a la concentracién del
ortofosfato presente.

La mezcla de reaccidén contenia en un volumen final de 1 ml:
Tris-HC1 50 mM, pH 7,5; EDTA 0,1 mM; MgSO4 5 mM; KZSO4 75 mM;
Fru—1,6—P2 0,5 mM y 0,1 ml de una solucién de enzima. La reac-
cibén se detuvo.agregando 0,5 ml dé una solucién de molibdato de
amonio al 2,5% en dcido sulftrico 5 N. FEl desarrollo del color
se logrd adicionando 0,2 ml de una solucién reductora que conte-
nia ANSA 0,25%, bisulfito de sodic 14,5% y sulfito de sodio 0,5%
Se completé con agua a un volumen final de 5 ml y se dejdé desa-
rrollar el color durante 20 minutos a temperatura ambiente. La
cantidad de enzima (1-2 pg) en la mezcla de ensayo fue tal que
siempre se trabajé en velocidad inicial. A menos que se indi-
que otra cosa, todas las diluciones de la enzima se hicieron en
una solucidén amortiguadora de Tris-HCl 20 mM, pH 7,5; EDTA

0,1 mM.
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Cuando se estudid la inhibicién de la actividad de Fruerasa
por AMP o exceso de Fru—1,6-P2, é€stos fueron agregados a la mez-
cla de ensayo en las concentraciones indicadas en las leyendas
de las figuras y tablas. La medicién de la actividad enzimitica
en ausencia de potasio se realizdé en la misma mezcla de ensayo
descrita anteriormente, excepto que el KZSO4 fue omitido de ésta.
Por otra parte, el efecto de la concentracidn del Mg2+ se deter-
mindé variando la concentracién del metal en 1a mezcla de reac-
cidén. Todos los ensayos se hicieron a 30° , a menos que se in-

dique otra temperatura. FEste método se utilizé de rutina.

2. Ensayo espectrofotométrico para determinar fructosa-6-fosfato.
El método usado consistié en medir el Fru-6-P generado en la
reaccién de desfosforilacién a través de la reduccidn de NADP
en presencia de un exceso de fosfoglucosa-isomerasa (E.C. 5.3.
1.9.) y glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.49) como

enzimas acoplantes (Pontremoli, 1966).

Fru-Poasa _

i) Fru-—1,6~-P2 + HZO Fru-6-P 4+ Pi

ii) Fru-6-p LE0mMerasa.,. Glc-6-P

iii) Gle-6-P + Napp .deshidrogemasa,  , 4 . o .o . NADPH,,

La formacidén de NADPH2 se siguidé midiendo el incremento de
absorbancia a 340 nm en un espectrofotémetro Gilford 2400 pro-
visto de un registrador automitico ¥ de un sistema para mantener

la temperatura a 30°. Fl cambio de absorbancia se registré por




38.

varios minutos con el objeto de tener seguridad de que se estaba
trabajando con la porcién lineal de la curva de progreso. Para
obtener una mayor precisién se procuraba tener una pendiente de
45° en la curva de progreso. Los ensayos se realizaban en cube-
tas de cuarzo de 1' ml con paso de luz de 1 cm. La velocidad de
formacién de NADPHZ, proporcional a la produccién de Fru-6-P,
se calculd de la pendiente del trazado densitométrico y del coe-

'en ) del NADPH a 340 nm

ficiente de extincién molar (6.220 M~
(Horecker y Kornberg, 1948).

El medio de reaccidén, a menos que se indique otra cosa,
contenia (concentraciones finales), en un volumen de 1 ml:

Hepes-NaOH 50 mM, pH 7,5; EDTA 0,1 mM; MgS0, 5 mM; NADP 0,3 mM;

4
2,3 unidades de fosfoglucosa-isomerasa; 0,6 unidades de glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa; fructosa-1,6-bisfosfatasa ¥y concentra-
ciones variables de Fru—1,6—P2. Los ensayos se realizaron en
presencia y ausencia de 150 mM K (75 mM KZSO4). Como norma
habitual, los componentes del medio, incluidos desde Hepes-
NaOH hasta las enzimas auxiliares, se mezclaban previamente
al ensayo, en forma de disponer de una mezcla de reaccion
con k¥ Yy otra sin el catidén monovalente. Las variaciones en
la composicién del medio se indican en las leyendas de 1las
figuras y tablas correspondientes. Generalmente se usaba una
alicuota de 0,01 a 0,1 ml de fructosa-1,6-bisfosfatasa. La
cantidad de Fru—%:asa utilizada se eligidé de modo que la veloci-

dad de la reaccidén fuera lineal al menos durante 10 min. Cuando

la concentracién de Fru~1,6—P2 era muy baja, se tombé como velo-
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cidad inicial la pendiente inicial del trazado densitométrico.
A estas concentraciones de sustrato (uM) se requirid una solu-
cidn de enzima muy diluida. Un ensayo tipo usé alrededor de
20 ng de proteina. La enzima diluida era inestable, de modo que
se pguardaba a una concentracién de 2 pg/ml en seroalblimina de

bovino (10 mg/ml) y MgSO, 5 mM. La dilucién en el ensayo final

4
era generalmente 100 veces. El ensayo se efectud siempre en
condiciones tales que la actividad de las enzimas auxiliares no
fuera limitante de la velocidad bajo ninguna condicidén usada.
De igual modo, se comprobdé que la reaccidén variaba linealmente
con respecto al tiempo y a la concentracidén de proteinas en el
ensayo. Este método se usé especialmente para determinar la ac-
tividad enzimitica a concentraciones variables del sustrato.

Una unidad (U) de actividad enzimitica se define como 1la
cantidad de enzima que cataliza la hidrdélisis de 1 nmol de sus-
trato en 1 min a 30° en las condiciones de ensayo. La actividad

especifica de una preparacién de fructosa 1,6-bisfosfatasa se

expresa como el nlmero de unidades por mg de proteina.

MODIFICACION QUIMICA

1. Modificacidén de la fructosa 1,6-bisfosfatasa por AMP-dial-
dehido. La enzima guardada a -18°, dltima etapa en el procedi-
miento de purificacién, se descongelaba y dializaba a 4° durante

la noche contra 1 1 de borato de sodio 50 mM, pH 7,5, contenien-
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do 0,1 mM EDTA. A la solucidén de la enzima (10-40 uM) en amor-
tiguador borato, preincubada a 30° por 5 min en presencia de al-
gunos ligandos (e.g. Fru—l,ﬁan, AMP) cuando se sefiala, se le
agregaba el AMP-dialdehido de manera tal que su concentracién,
en el medio de incubacién, fuera 10 mM, a menos que se indique
lo contrario. A los 20 min de incubacién a 30° la mezcla se co-
locaba a 4°, se agregaba una gota de alcohol octilico sy 2 a 4 mg
de NaBH4 Yy se dejaba con agitacion suave por 15 min. Una vez
reducido el complejo enzima-AMP 4., se dializaba contra Tris-HC1
20mM, pH 7,5, EDTA 0,1 mM y se filtraba a través de una columna
de Sephadex G-50 de 30 x 1,2 cm equilibrada en el mismo amorti-
guador. La columna se eluia a temperatura ambiente, recogién-
dose fracciones de 1 ml en las que se analizaba la absorbancia
a 280 nm y la actividad enzimitica. El control consistia en
otra muestra de Fru-PZasa tratado en forma similar a la cual se
agregaba el mismo volumen de solvente en vez de AMP,yx. Con es-
tas preparaciones de enzima se determinaba la actividad catali-
tica: i) en presencia o ausencia de Kt 150 mM, indice de activa-
cién; ii) em presencia de una alta concentracidn de Fru-1,6-P,

(5 6 10 mM), indice de inhibicidn por exceso de sustrato; y iii)
en presencia de 70 mM AMP, indice de inhibicién por AMP. Para-
lelamente se determiné la Km aparente para Fru—l,é—Pz vy la cons-
tante de inhibicién (Ki) e indice de cooperatividad (nH) para
AMP con el derivado enzima-AMP .. Los valores obtenidos se com-

paraban con los correspondientes en la enzima no modificada
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(control). En los estudios de fragmentacién el derivado Fru-
Pzasa—AMPOx se obtenia en forma similar, excepto que la columna
de Sephadex G-50 se equilibraba en: i) acetato de amonio 100 mM,
pH 6,5, para la hidrélisis con subtilisina; ii) bicarbonato de
amonio 100 mM, pH 8,0, para la hidrélisis con tripsina; y iii)
HZO’ en los casos en que se hidrolizaba con bromurc de ciandge-
no.

La incorporacién de AMP-dialdehido se determiné incubando
la enzima (0,9 mg) con concentraciones de [U—14C }AMPDx (1,4
mCi/mmol) que variaron desde 0,35 mM a 11 mM, en forma similar
a la descrita excepto que una vez reducido el complejo 14C
AMPox—enzima, éste se precipitaba con TCA al 12%. El precipita-
do era inmediatamente filtrado a través de filtros Millipore
(25 mm, 0,45 pm) y lavados exhaustivamente con TCA al 5% frio.
Los filtros se secaban y se determinaba la radiactividad. La
radiactividad en cada muestra era corregida por la radiactividad
de un control. Este control se preparaba en forma similar a la
descrita excepto gue el [U—14C] AMPox era agregado después de

la precipitacién de la enzima con TCA.

2. Modificacidén de la fructosa-1,6-bisfosfatasa por carbamila-
cidn. El tratamiento de la enzima se hacia con una solucién
de cianato de sodio (NaNCO) o cianato de potasio (KNCO), prepa-
radas en el momento de usar. La incubacién de la enzima (10-40
pM) con el agente modificador, a las concentraciones que se in-

dican en las leyendas de las figuras y tablas, se realizaba a
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37° en Tris-HC1 20 mM, pH 7,5, EDTA 0,1 mM, a menos que se indi-
que de otro modo. En todos los experimentos, la reaccién de
carbamilacién de la enzima se iniciaba agregando la solucidn de
cianato preparada en el mismo amortiguador. Puesto que el pH
aumentaba al afadir el cianato a la solucidn amortiguadora,
ésta se reajustaba a pH 7,5 previo a que se adicionara a la mez-
cla de modificacién. No se requerian nuevos ajustes de pH du-
rante la carbamilacién. A diferentes tiempos de iniciada la mo-
dificacién se retiraban alicuotas (10 pl}, se detenia la reacciédn
por dilucién (1/100) en una solucién fria (4°) de Tris-HCI 20
mM, pH 7,5, EDTA 0,1 mM y se ensayaba actividad enzimitica en
presencia y ausencia de KT 150 mM, en presencia de Fru—l,ﬁ-Pz (5
6 10 mM) y en presencia de AMP 70 PM. Ademas, se determinaba
rutinariamente la inhibicién de la actividad por concentraciones
variables de AMP, En la determinacién de actividad la enzima
se dilufa, a 16 menos, 10 veces mis. Alternativamente, cuando
se requirfa una dilucidén menor de la enzima modificada, la reac-
cién se detenia mediante 1a separacién de los componentes de la
mezcla de reaccién por filtracién en una columna de Sephadex
G-50 (30 x 1,2 cm) equilibrada con Tris-HC1 20 mM, pH 7,5, EDTA
0,1 mM, En algunos experimentos la reaccién de modificacién se
detuvo utilizandoe el amortiguador Tris-HC1 100 mM, pH 8,0, EDTA
0,1 mM. Cuando la modificacién se realizé en presencia de 1i-
gandos protectores (Fru-1,6-P, , AMP o Fru—z,é-%!), la enzima se

preincubé con ellos durante 10 minutos a 4° y luegoe de llevar
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la mezcla de incubacidn a 37° se inicid la reaccién de modifica-
cién. En los experimentos realizados para estudiar la velocidad
de modificacién en funcidén de la concentracién de cianato, la
fuerza idnica se mantuvo constante mediante la adicién de NaCl
al medio de reaccidn.

El efecto del pH sobre la velocidad de pérdida de la acti-
vacidén de la Fru—Pzasa por potasio fue estudiado modificando la
enzima con NaNCO 15 mM. Cuando la modificaciédn se hizo a pH en-
tre 6,0 y 7,5 se usdé una solucién amortiguadora de Pipes-NaOH
20 mM, EDTA 0,1 mM. FEntre pH 7,0 y 8,0 se usd una solucién
amortiguadora de Tris-HC1 20 mM, EDTA 0,1 mM.

La 'estequiometria de las reacciones que conducen a la pér-
dida de la activacién de Fru-F,asa por potasio, la pérdida de
cooperatividad entre sitios de AMP y la pérdida de inhibiciédn
de la enzima por AMP, se determinaron midiendo la radiactividad
incorporada en la proteina luego de realizar las modificaciones
selectivas correspondientes, utilizando [14C] cianato de sodio.
Puesto.que la =sal de sodio de | 14C] cianato no se encontraba
disponible comercialmente, la sal de potasio ([14C] KNCO, 57 nCi/
pmol) era diluida con NaNCO a las concentraciones requeridas.
La reaccién de modificacién se realizaba agregando NaNl4co 75 mM
(0,80 pCi/pmol) a la enzima (15 mg/ml) en las condiciones ya
descritas. A los tiempos seleccionados, se retiraban alicuotas
de 20 pul de la mezcla de incubacidn y se agregaban a1 ml de Aci-

do tricloroacético al 10% para medir 1la radiactividad, o a Tris-
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HC1 20 =mM, pH 7,5, EDPTA 0,1 mM, para medir la activacidn por
potasio e inhibicidén por AMP. Las muestras precipitadas con TCA
al 10% eran filtradas a través de filtros Millipore (25 mm,
0,45 pm). Los filtros eran lavados exhaustivamente con TCA 5%
fnio,,secados, Y luego puestos en tubos con 10 ml de mezcla de
centelleo para determinar la radiactividad precipitada. La ra-
diactividad en cada muestra era corregida por la radiactividad
de un control en forma similar a la deserita para la incorpora-
cidén de AMP . En una oportunidad se hizo la modificacién de
Fru—Pzasa con | 14C] KNCO 100 mM a 37° en amortiguador icido b~
rico-berax 50 mM, pH 7,5, EDTA 0,1 mM, en presencia o ausencia
de Fru—1,6—P2 o AMP. La incorporacién de [14C] KNCO (0,26 pcCi/
pmol) se determind en forma similar a la descrita. Separadamen—
te, se transfirieron alicuotas de los diferentes derivados[14C]
cianato-enzima formados, a columnas de Sephadex G-50 (25 x 1,2
cm) equilibradas con Tris-HC1 0,1 M, pH 8,0, EDTA 0,1 mM. La in-
corporacién se determiné de la concentracidn de proteinas y de
la radiactividad presente en cada muestra después de su eluciédn
a través de la columna.

El complejo enzima-cianato que no presentaba activacidn por
Kt se obtuvo incubando Fruanasa (25 uM) con [14'C]—cianato de
sodic 25 mM (0,5 pCi/pmol) en una solucidn conteniendo Tris-HC1
20 mM, pH 7,5; EDTA 0,1 mM, en un volumen final de 300 microli-
tros, La mezcla se ﬁantuvo a 37° durante 30 minutos, al cabo

de los cuales el complejo formado se separ6 de los demis compo-
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nentes mediante filtracidén en gel a 4° en una columna de Sephadex
G-50 (30 x 1,2 cm) equilibrada con Tris-HC1l 20 mM, pH 7,5, EDTA
0,1 mM. La enzim; fue eluida con la misma solucién amortigua-
dora y se recolectaron fracciones de 0,5 ml. La radiactividad
se determind en 50 pl de cada fraccién, y 1la proteina
se midié por su absorbancia a 280 nm. Las fracciones que conte-
nian el complejo fueron reunidas, y en una alicuota de la mezcla
se determiné la actividad de la enzima en presencia y ausencia
de potasio.

El estudio de recuperacién de la activacién por potasio,
a partir del complejo enzima-cianato, se realizd ya sea incuban-
do gl complejo en las condiciones indicadas en las leyendas de
las figuras, o filtrando a través de columnas de Sephadex G-50
(30 x 1,2 cm) equilibradas en las condiciones descritas en Resul-
tados. Cuando la recuperacién se realizé incubando el complejo,
ésta se determind ensayando la actividad enzimdtica en presencia
¥ ausencia de 150 mM de kKt a los tiempos indicados en las figu-

ras correspondientes,

3. Marcaje selectivo de 1la fructosa-~1,6-bisfosfatasa. Los di-
ferentes derivados [ l4c¢ ! cianato-enzima es decir,derivados que han
perdido selectivamente la interacciédn cooperativa entre los si-
tios de AMP, afinidad por el nucledtido o la activacién por K ¥,
¥ el derivado [31{] AManc—enzima fueron preparados incubando por

20 a 60 min la proteina con [14C 1 cianato o {3H ]AMRHC, bajo di-
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versas condiciones (concentracién de modificador, presencia de
ligandos, pH y temperatura de aislamiento del complejo), y el
exceso de modificador se removié por filtracidén como se descri-
bibé con anterioridad. Las condiciones de modificacién selecti-
vas se indican con detalle en Resultados. Estos derivados se so-
metieron a fragmentacidén para aislar y caracterizar los péptidos

que contenian la radiactividad.

FRAGMENTACION DE FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA

1. Hidrélisis con subtilisina. Los derivados radiactivos de
Fru-P, asa (1-10 mg), equilibrados en acetato de amonio 6,1 M, pH
6,5, EDTA 0,1 mM o dializados exhaustivamente contra el mismo
amortiguador, eran digeridos con subtilisina (250:1, p/np) por
3 h, a 24°, en un volumen final de 1 ml, en forma similar a la
descrita por Dzugaj y col. (1976) para la enzima de higado de
conejo. La reaccidén se detenia por la adicién de un volumen
igual de HCOOH 45% o de 0,05 voldmenes de una solucidn etanélica
de fenilmetil-sulfonil fluoruro 2 mM Y posteriormente, la solu-
cién era liofilizada. Con este procedimiento la razén de acti-

vidades a pH 7,5 ¥y 9,5 en las muestras era alrededor de 0,4.

2. Hidrélisis con tripsina. Previo a la digestién con tripsina
los derivados radiactivos de Fru—Pzasa (40-60 mg) eran reducidos
Yy carboximetilados por el método de Crestfield y col., (1963),

excepto que se usaba cloruro de guanidina 6 M en lugar de urea
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8 M. En varios experimentos se cambié la solucién amortiguadora
Tris-HC1l 100 mM, pH 8,5 por bicarbonato de amonio, y se procedi
de la siguiente manera: los derivados se trataban con 2-mercap-
toetanol 10 mM en presencia de clorurc de guanidina 6 M, NH4HCO3
50 mM, pH 8,5 y EDTA 10 mM por 2 h a 45°, con burbujeo de N, du-
rante los primeros 5 min. Posteriormente se carboximetilaba con
monoyodoacetate de sodio 2 mM, en la obscuridad y bajo burbujeo
constante de Nz, por 15 min a 22°, La mezcla de alquilacién era
dializada por 20 h a 4° contra tres cambios de 2 litros de agua
destilada. El precipitadﬁ reunido por centrifugacién era sus-
pendido en 20 ml de NH4HCO3 50 mM, pH 8,0 e hidrolizado con
TPCK-tripsina (0,5 mg) por 20 h a 37°. A las 4 h de iniciada
la hidrdlisis se hacia una segunda adicidn de 0,5 mg de la trip-
sina libre de actividad quimotriptica contaminante ¥y se dejaba
durante la noche con agitacién suave. La reaccidén se detenia

llevando el pH a alrededor de 4, mediante la adicién de 4cido acé-

tico 1 N. FEl digerido triptico era posteriormente liofilizado.

3. Bidrélisis con Pronasa. Para la deteccidn de S—[14C] -car-
bamil-cisteina, se aislé el complejo [14C] cianato—Fru—%aasa que
no presentaba activacién por K' como se describié en la seccién
de Modificacién por carbamilacién, excepto que la columna estaba equi-
librada en amortiguador fosfato de sodio 10 mM, pH 6,7. El com-
plejo se traté con Pronasa (Kaken Chemical Co.) en amortiguador

fosfato de sodio 2 mM, pH 6,7, CaCl2 1 mM. La proteasa se adi-
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ciond en alicuotas de 0,1 ml (1 mg) a los 0, 15 y 45 min, permi-
tiéndose que la hidrélisis continuara a 37° durante la noche.
A las 0, 1 y 14 h se retiraron muestras y la reaccidn se detuvo
por adicidén de TCA de manera que su concentracidén fuera 5% fi-
nal. Las muestras hidrolizadas se sometieron a cromatografia
en papel (Whatman 3 MM) con butanol:icido acético:agua (12:3:5,
v/v) o filtracién en gel, usando una columna de Biogel P-2 (80

x 1,4 cm) equilibrada en acetato de sodio 0,1 M, pH 4,5.

4. Hidrélisis con carboxipeptidasas A y B. La digestién de
los péptidos tripticos radiactivos con carboxipeptidasas A y B,
se efectud de acuerdo al procedimiento descrito por Ambler
(1972). Los péptidos (20-100 nmoles) eran disueltos en 0,2 a
0,8 ml de acetato de N-etilmorfolina 0,1 M, pH 9,0, se les adi-
cionaban 10 pl de CPA (40 U/mg) y 10 pl de CPB (83 U/mg) y 1la
mezcla se incubaba durante 3 h a 37°. Se retiraban alicuotas
(40-100 pl) a diferentes tiempos y la reaccidn se detenia adi-
cionando dcido acético concentrado (18 M). La mezcla era evapo-
rada a sequedad al menos 3 veces en un evaporador rotatorio o
en un evaporador/concentrador al vacio SAVANT, el residuc se
disolvia en 0,5 a 1 ml de citrato de sodio 0,2 N, pH 2,0 y se

analizaba en el analizador de aminodcidos.

5. Hidrélisis con Bromuro de cianégeno. Los derivados [SH]—
AMPOx -enzima o [ 14(3]—cianato—enzima, preparados como se des-

cribié previamente, se carboximetilaban. La protéina S-alqui-
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lada resultante (5-10 mg), se resuspendid en &cido férmico al
70% y se le adicionaba bromuro de ciandgeno (5 mg/mg de prote-
ina). Al cabo de 24 h a temperatura ambiente y en la oscuri-

dad, se dilufan 10 veces con agua y se liofilizaban.

6. Aislamiento de péptidos radiactivos. Los péptidos eran ge-
neralmente resuspendidos en urea 6 M, 4cido acético 5% y purifi-
cados por filtracién en gel en columnas de Sephadex G-75, G-50
y G-25 (195 x 2,5 cm 6 100 x 1,8 c¢cm) equilibradas v eluidas con
dcido acético, ya sea al 5% o al 30%4. Para 1la purificacién de
algunos péptidos (e.g. aquellos provenientes de la hidrdlisis
con tripsina), se realizaba una etapa adicional de cromatogra-
fia de intercambio idénico. Esta'etapa era llevada a cabo en una
columna (16 x 1,8 em) de sulfopropil-Sephadex (SP-Sephadex)
equilibrada con acetato de amonio 100 mM, pH 3,5. Los péptidos
eran -eluidos con un gradiente lineal de acetato de amonio (pH
3,5 - pH 8,5; 100-200 mM en 300 ml).

Alternativamente los péptidos tripticos, generados a partir
de los derivados [14C] cianato-enzima (Fru-Pzasas con alteracidn
en n, o K, para AMP), eran separados mediante cromatografia 1i-
quida de alta resolucidén (HPLC). Los digeridos tripticos liofi-
lizados eran disueltos en 1 a 2 ml de una solucidén de fosfato
de sodio 54,4 mM, pH 2,85. La separacién de los péptidos se
llevaba a cabo con un cromatégrafo Varian 5000 ¥ una columna de
fase reversa Liquid Pack 018 (5 um, 25 cm x 4 mm), la cual se
equilibraba con fosfato de sodio 54,4 mM, pll 2,85. En algunos

experimentos se usé una columna LiChrosorb RP-18 (35 am, 30 cm




x 4,6 mm). Alicuotas de la muestra (100-200 pl) conteniendo
aproximadamente 500 pg eran aplicadas a la columna y, subsi-
guientemente, eluidas con un gradiente de este amortiguador y
acetonitrilo como segundo solvente. El porcentaje de acetoni-
trilo, inicialmente cero, era aumentado a 12% durante los prime-
ros 13 min, luege aumentaba a 28% durante los siguientes 65 min,
y finalmente 1llegaba a 70% durante los 30 min finales. E1l
efluente era medido espectrofotométricamente a 215 nm con un mo-
nitor de longitud de onda variable, provisto de un registrador
automatico (Vari-Chrom 9176), y colectado en fracciones de 1 ml
(1 min) en tubos pre-tratados con Acido. Se tomaban alicuotas
( 100: pl) de cada fraccién, en las que se determinaba radiacti-
vidad. El procedimiento de purificacidén se repetia varias ve-
ces, y las fracciones equivalentes que contenian la radiactivi-
dad se reunian y secaban en un evaporador-concentrador rotatorio
a baja presién (Savant). Este material, que contenia los pépti-
dos parcialmente purificados, era redisuelto en 0,5 ml de Acido
trifluorocacético (TFA) al 0,1% y sometido a una cromatografia
en una columna HPLC de fase reversa C-18. Los péptidos se
eluian con un gradiente lineal entre TFA 0,1% y acetonitrilo 70%
en TFA 0,1%, en forma similar a la descrita (Schroeder y col.,
1979). El gradiente era desde 0 a 100% del segundo solvente en
un periodo de 150 min. Las fracciones purificadas eran secadas
y sometidas a andlisis de aminodcidos.

En el caso de los péptidos generados por hidrélisis con

pronasa, se utilizaba una columna de Biogel P-2 (80 x 1,4 cm)
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equilibrada en y eluida con acetato de sodio 100 mM, pH 4,5.
El péptido-S era aislado por cromatografia en columnas de Se—
phadex G-50 (195 x 1,5 cm) equilibradas y eluidas en HCOOH 0%
de acuerde a Dzugaj y col. (1976). El liofilizado obtenido al
tratar con subtilisina las enzimas nativa o modificadaz; era
carboximetilado, dializado y liofilizado como se describid con
anterioridad (1 y 2, en esta seccién) y, subsiguientemente, se
suspendia y aplicaba a la columna de Sephadex G-50. En forma
paralela, el liofilizado que contenia el péptido-~S se disolvia

¥, sin carboximetilar, se sometia a electroforesis en geles de

po liacrilamida en presencia de SDS o urea y SDS.

CROMATOGRAFTA Y ELECTROFORESIS

1. Preparaciém de materiales para cromatografia. Todos los
materiales se proceéaron segin las instrucciones que dan los fa-
bricantes (Cati&logos Whatman; Pharmacia Fine Chemicals, 1979;
BioRad, 1976).

Reactive blue Sepharose CL-6B (Sefarosa azul) ¥ Reactive
blue-2-agarose fueron donadas gentilmente por el Dr. Marino
Martinez-Carridén (Virginia Commonwealth University) y el Dr.
Tito Ureta (Universidad de Chile), respectivamente. Las colum-
nas (2,5 x 0,7 cm) eran equilibradas con amortiguador Tris-HCI
20 mM, pH 7,5 y EDTA 0,1 mM, a temperatura ambiente. Se eluian

con el mismo amortiguador, seguido por una soluciédn del amorti-
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guador conteniendo AMP 0,2 mM o de NaCl 0,5 M. El polimero se
regeneraba lavindolo con 5 volimenes de KCl1 2 M, luego con 5 vo-
liimenes de urea- 6 M, y finalmente con agua destilada hasta una
conductividad aproximada a 0,01 mmho. La columna se guardaba
a 4°, previo haberle pasado 3 volimenes de una solucién de amor-
tiguador Tris-HCl1 20 mM, pH 7,5, EDTA 0,1 mM y azida de sodio

0,02%.

2. Electroforesis en geles de poliacrilamida. La electrofore~
sis en condiciones no desnaturantes se realizaba de acuerdo con
las técnicas usuales (Davis, 1964). Se utilizaban geles de po-
liacrilamida (7%, p/v) preparados a pH 8,8 en tubos de vidrio
de 7 cm de largo y 0,5 cm de didmetro interno. Las muestras
liofilizadas se disolvian en Tris-HC1l 50 mM, pH 6,8 conteniendo
0,004% de azul de bromofenol para una concentracién de proteina
de 100 pg/ml. Los geles se tefifan por 1 h con azul de Coomassie
R-250 al 0,3% en metanol 50% (v/v), &cido acético 104 (v/v) y
se destefiian por difusidén en metanol 30% (v/v), A&cido acético
7% (v/v), durante 24 a 48 horas. Los registros densitométricos
de los geles fueron efectuados en un accesorio de registro para
geles.(modelo 2410) acoplado al espectrofotdémetro Gilford 2400,
a 660 nm con una velocidad de 2 cm/min y una velocidad del papel
de 2 pulgadas/min.

La electroforesis en condiciones desnaturantes se realizaba
con amortiguadores y soluciones de acuerdo a Laemmli (1970) o

Swank y Munkres (1971). :-En el primer sistema, las muestras lio-
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filizadas (100-200 pg) se disolvian en 0,5 a 1 ml de amortigua-
dor Tris-HC1 50 mM, pH 6,8, conteniendo 2% de 3DS, 5% (v/v) de
2-mercaptoetancl, 15% (v/v) de glicerol y 0,005% (v/v) de azul
de bromofenol. Después de hervir por 3 a 5 min, se aplicaban
alicuotas de la muestra a geles cilindricos (7 x 0,5 cm) o geles
en placa (15 x 15 x 0,15 cm} de acrilamida al 10%. En algunas
ocasiones se utilizaba una placa con un gradiente de acrilamida
(10-20%) preparada de acuerdo a Vera y col. (1981). La electro-
foresis se realizaba aplicando entre 7 a 10 mA durante 12 a
14 h. Los geles se fijaban durante 10 a 12 h con una solucién
de metanol 50% (v/v), dcido acético 10% (v/v) y se tefiian y des-
tefiian como se describid para los geles en condiciones nativas.
Como marcadores de pesoc molecular se utilizaban ff-galacto-
sidasa (116.000), seroalbimina bovina (66.000), ovoalbtmina
(45.000), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de mhsculo de
conejo (36.000), aphidrasa carbdnica de eritrocitos de bovino
(29.000), tripsinbégeno (tratado con PMSF, 24.000) y citocromo
c de corazén de caballo (12.400), de Sigma; tripsina bovina
(6.160; Dayhoff, 1969) e insulina (5.700; Dayhoff, 1969), de
Mann Research Laboratories. Se consideré un peso molecular
de 3.400 para dinsulina B y de 2,300 para insulina A
(Dayhoff, 1969). De acuerdo a los ©pesos moleculares
esperados para las muestras a analizar, se seleccionaban de 4
a 6 de 1los marcadores. En el andlisis de pesos mole-

culares de oligopéptidos por electroforesis en gel de poli-

acrilamida se usé, alternativamente, el sistema poliacrila-
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mida-urea-SDS (Swank y Munkres, 1971), el cual presenta algunas
ventajas en la separacién de péptidos en el rango de masa mole-
cular de 1.200 a 10.000 daltons. Las muestras liofilizadas
(200-400 pg) eran disueltas en 0,5 ml de amortiguador fosfato
de sodio 10 mM, pH 6,8 conteniendo 1% SDS, 8 M urea, 1% (v/v)
de 2-mercaptoetanol, 10% (v/v) glicerol y 0,005% (v/v) de azul
de bromofenol, calentadas a 60° por 10 min y guardadas durante
la noche a temperatura ambiente. Alicuotas (5-10 pl) de 1la
muestra se aplicaban a geles cilindricos (7 x 0,5 cm) de acri-
lamida al 10%9. La electroforesis se realizaba a corriente cons-
tante de 5 mA por gel. Los geles se fijaban, tefilan y destefiian

como se describidé con anterioridad.

-3. Déterminacién de NHZ— terminal. La determinacién del amino-
dcido N-terminal con cloruro de dansilo (DNS-C1) se realizaba
de acuerde al procedimiento descrito por Hartley (1970). Una
alicuota que contenia 5-10 nmoles de péptidoc era evaporada a se-
quedad, se le agregaban 5 pl de agua desionizada y se secaba nue-
vamente al vacio. El péptido se disolvia en 10 pl de una solu-
cidén de NaHCO3 0,2 M, se evaporaba a sequedad vy, subsiguiente-
mente, se le agregaba una mezcla de 5 pl de DNS-C1l (3 mg/ml en
acetona) y 5 pl de agua bidestilada. Después de incubar a 37°
durante 1 h, la solucibén se secaba al vacio, se le agregaban
20 pl de HCL 6 N, y el contenido se sometia a hidrélisis a 105°

durante 18 h. El hidrolizado seco se extrafia con 2,5 pl de

etanol al 50% (v/v) y los DNS-aa se identificaban por cromato-
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grafia en capa fina en placas de poliamida (7,5 x 7,5 ecm). La
muestra se colocaba a 1,5 cm de cada borde de la placa ¥ una
mezcla de DNS-aa, usadas como marcadores, era colocada en la
misma posicibén que la muestra pero en el lado inverso de la pla-
ca. La cromatografia se dejaba proceder durante 15 min hasta
que el solvente I, agua-icido férmico 90% (200:3, v/v) llegaba
a 1 cm del borde superior de la hoja. La placa se sacaba, se rotaba
en 90°, se cromatografiaba durante 15 min en el solvente 11,
benceno-adcido acético (9:1, v/v), se secaba nuevamente y se exa-
minaba bajo la 1luz UV a 254 nm. Con el objeto de tener una me-
jor separacién de algunos DNS-aa, se hacia una tercera corrida
en el solvente III, acetato de etilo-metanol-icido acético (20:
1:1, v/v/v), en la misma direccién que el solvente II.

La pureza de los péptidos aislados se determinaba, en algu-
nas oportunidades, mediante dansilacién. Los péptidos dansila-
dos eran preparados y separados en forma similar a la descrita,
excepto que no se sometian a hidrdlisis 4cida y se usaban otros
solventes. En la primera dimensién se utilizaba acetato de me-
tilo-isopropanol 25%-amonio (9:6:4, v/v/v) y en la segunda di-
mensién, el solvente era isobutanol-icido acético-agua (15:4:2,

v/v/v).

4. Anilisis de aminoicidos. Las composiciones de aminodcidos
de los péptidos provenientes de los derivados AM%mzuFru—Pzasa
¥y cianato—Fru—Pzasa, eran obtenidas por cromatografia de inter-

cambio idnice de acuerdo al procedimiento general de Spackman
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y col. (1958) con un analizador de aminoicidos Beckman 120 C.
Los andlisis se realizaban en muestras (10-50 pg) hidrolizadas
con HCL 6 N a 112° durante 12 h, en tubos sellados en el vacio.
En algunos experimentos se utilizdé un analizador Durrum D-500
o un Durrum MBF con deteccidén de fluorescenciausando oftalalde-
hido. La cuantificacidén obtenida en estos andlisis se usaba
como referencia para la determinacién precisa de las concentra-
ciones de péptido, en las muestras sometidas a degradacién de
Edman.

Para demostrar la presencia de S-~carbamil-cisteina y de N-
carbamil-lisina, en las enzimas modificadas, se utilizé anilisis
de aminoacidos. La S-carbamoilcisteina eluia a los 69 min entre
serina y 4cido glutimico mienéras el derivado de lisina, homo-
citrulina, eluia a los 117 min entre cistina/2 y valina. La sa-
lida del fotdmetro del analizador era conectada a un colector
de fracciones y las muestras se colectaban en fracciones de 1
min. Usando una mezcla de aminoicidos de referencia con [14C]-
leucina se determinéd que el tiempo transcurrido entre el pico de
leucina y el pico radiactivo era 3 min. La identificacidn se
efectud también mediante cromatografia en papel, como se descri-
bié para la S-carbamil-cisteina (seccién Fragmentacién con pronasa,
pags. 47-48), En el caso de homocitrulina, el hidrolizado &cido
de los [14C]-cianato—péptidos se sometia a cromatografia ascen-
dente en papel, utilizandoe como solvente una mezcla 1-butancl-
dcido acético glacial-agua (120:30:50, v/v/v) durante 18 h.

o
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5. Anidlisis de secuencia. En la degradacién secuencial manual
de péptidos se usaba la modificacidén introducida por Tarr (1975,
1977) del procedimiento original de Edma? ¥y Begg (1967). El
péptido purificado (5-10 nmoles) se secaba al vacio en un peque-
filo tubg (1 ml) de fondo <¢bénico. La muestra se disolvia en 20 pl
de piridina (bidestilada) al 30%, se removia el oxigeno mediante
una corriente de Nz Y se agregaban 20 pl de trimetilamina al 25%.
La reaccién de acoplamiento se realizaba agregando 40 ul de una
solucidén de fenilisotiocianato (PITC) al 10% en piridina, agi-
tando e incubando la mezcla por 5 min a 50°. Para eliminar el
exceso de PITC y otros productos secundarios, la mezcla se la-
vaba con 400 pl de una solucién de heptano-acetato de etilo
(10:1), seguido por 4 lavados con heptano-acetato de etilo (2:1).
Las fases superiores de heptano eran eliminadas ¥y el residuo fi-
nal secado al vacioc. En la reaccién de ruptura se agregaban al
residuo seco 40 pl de HCl concentrado Y, subsiguientemente, se
incubaba por 2 min a 50°. Después de secar la mezcla de reac-
cidén al vacio, el residuo se suspendia en 20 pl de pi;idina al
304 y el feniltiocarbamil (PTC) derivade del aminodcido N-ter—
minal del péptido (tiazolinona), se extraia agregando 100 ul de
una solucidén de benceno-acetato de etilo (1:2). La mezcla era
agitada vigorosamente en un vortex, centrifugada y la capa supe-
rior orginica que contenia el derivado, se retiraba cuidadosa-
mente. La extraccidén con benceno-acetato de etilo se repetia

y se reunian las dos fases orginicas que contenian el PTC-deri-
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vado del aminoicido N-terminal. La conversién de la tiazolinona
a su isdémero, la feniltiohidantoina (PTH), se realizaba en un
medio 4cido. Al residuo seco de tiazolinona se le agregaban
100 pl de HC1 1 N en metanol, la mezcla se incubaba a 50° por
10 min y luego se secaba al vacio para su posterior anidlisis.

La identificacién de los PTH-aminodcidos liberados después
de cada ciclo de degradaciém se hacia mediante HPLC. Para elle
se¢ usaba el aparato descrito anteriormente, con el detector UV
ajustado a 254 nm. Aproximadamente 70% de la muestra se redi-
solvia en acetonitrilo y se inyectaban (2-4 nmoles) a la columna
de fase reversa C-18, equilibrada inicialmente en acetato de so-
dio 0,01 N, pH 4,5. La elucidn se hacia con un gradiente de es-
ta solucidn y acetonitrilo como segundo solvente. El porcentaje
de acetonitrilo, inicialmente cero, se aumentaba a 25% en el
primer minuto, luego se incrementaba a 42% durante los siguien-
tes 5 min, se mantenia a esta concentracién por otros 8 min vy,
finalmente, se llevaba a 23%, concentracién que se mantenia por
otros 8 min. Para identificar cada derivado se comparaba su
tiempo de retencidén, con los tiempos de retencién de PTH-amino-
dcidos patrones, cromarografiados en forma paralela (Zimmerman
Yy Pisano, 1977; Hunkapiller y Hook, 1978). En algunos casos,
la identificacidén realizada por este procedimiento se confirmaba
por cromatografia en capa fina de las feniltiohidantoina usando
placas de poliamida (Summers y col., 1973). En ambos casos la

homocitrulina se confirmaba por la presencia de radiactividad.
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OTRAS DETERMINACIONES

1. Determinacién de la concentracién de proteinas. La concen-
tracién de proteinas se determiné con la modificacién de Miller
(1959) del método de Lowry y col. (1951). Para estimar la can-
tidad de proteinas en las fracciones obtenidas en las columnas
cromatogridficas se midié la absorbancia a 280 nm. La concentra-
cidén de Fru—Pzasa purificada se determinéd espectrofotométrica-
mente utilizando un coeficiente de extincidn igual a 0,755 para °

una solucién de 1 mg/ml de proteina (Marcus y Hubert, 1968).

2. Medicidén de radiactividad. Las mediciones de radiactividad
se efectuaron en un contador de centelleo liquido Tracor Analy-
tic modelo 6892, con una eficienéia de 95% para 14¢ y 62% para
?H. Los filtros Millipore secos y alicuotas (50-500 nl) de las
fracciones eluidas de columnas, eran puestos en frascos de 20 ml
de capacidad, con 5 4 10 ml de liquido de centelleo para mues-
tras hexénicas o acuosas, respectivamente. Para determinar 1la
radiactividad contenida en solucidn se agregaba a la muestra
agua (c.s.p. 0,7 ml), Y se usaba una mezcla de centelleo que
contenia una parte de Tritén X-100 y dos partes de solucién de
centelleo de tolueno. La dltima contenia 4 g de PPO y 0,1 g de
POPOP por litro de tolueno. La solucién de tolueno también se
utilizé para cuantificar la radiactividad contenida en los fil-

tros Millipore usados en los ensayos de incorporacién. Para 1a

deteccién de la radiactividad en los geles, éstos se cortaron
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transversalmente con un bisturi en segmentos de 3 mm. En las
placas, los surcos radiactivos se procesaron en forma similar.
Cada trozo se transfirié a un tubo, el que contenia 0,5 ml de
peréxido de hidrégeno al 30%, y se incubdé a 60° durante la no-
che. Se determiné la radiactividad presente usando la mezcla

para socluciones acuosas.

3. Titulacidén de grupos sulfhidriles. La titulacidén de los
grupos sulfhidrilos en la Fru—PZasa (0,5 uM) nativa y modificada
con DTNB (0,15 mM) se efectud a 30° y la velocidad de formacién
del anidén tionitrobenzoato se siguidé espectrofotométricamente
a 412 nm con un Gilford 2400. Las reacciones se realizaron en
amortiguador Tris-HCl1 20 mM, pH 7,5, EDTA 0,1 mM, y otras adi-
ciones que se indican en Resultados. Las reacciones siempre se
comenzaban con la adicidén de DTNB. La absorbancia de un blanco
que contenia el amortiguador y DTNB era continuamente sustraida
de la mezcla de reaccidén. En todos los calculos se usd un coe-
ficiente de extincidén molar de 13,6 x 103 M_I/cm, para el anidn

tionitrobenzoato liberado (Ellman, 1959).

4. Determinacién gteila-oonqentracién de reactivos. Las concen-—
traciones de AMP y NADP se determinaron espectrofotométricamente
a 260 nm, usando coeficientes de extincidn iguales a 15 y 18
para soluciones 1 mM, a pH 7,0, de AMP y NADP, respectivamente

(Boehringer y Soehne, 1968). La concentracién de Fru-1,6-P, se

2

determiné enzimdticamente con el sistema acoplado ya descrito.



ANALISIS DE LOS RESULTADOS

En una reaccién catalizada enzimdticamente la velocidad
estid limitada por el nilmero de sitios cataliticos disponibles,
y la curva que describe la variacién de la velocidad de la reac-
cibén {v) en funcidén de la concentracidén del sustrato ks), corres-
ponde a una hipérbole equilitera. En las enzimas alostéricas
corresponde con frecuencia a una sigmoide. Sin embargo, se pue-
de obtener una funcidén lineal gue en el caso de la cinética sig-
moidea quedari descrita por la ecuacién de Hill (1). Se usa una
funcién de la velocidad que representa una fraccidn de satura-
cién y es el cuociente entre la velocidad medida (v) y la dife-
rencia entre la velocidad méxima (V) y esta velocidad medida.

10g -L =

Vv Ny lJog S - log K (1)

Si se expresa en una grafica log v%; en funcién de log S,
se obtiene una linea recta, donde 1la pendiente tiene el valor
de ny. El grado de sigmoidicidad de la funcién de saturacidn
estid dado por nj. K es el valor de v/(V-v) cuando S = 1, o sea,
log S = 0.

Para el tratamiento y caracterizacién de los datos sobre
asociacidén cooperativa de ligandos, es una practica comin usar
una aproximacidén empirica y, entonces, interpretar el signifi-
cado fisico de los paridmetros empiricos que se han obtenido

(Cantor y Schimmel, 1980). Esto estid basado en el postulado
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que la unidén en el intervalo de saturacién puede describirse
por ecuaciones parecidas a aquellas para un sistema infinitamen-
te cooperativo. En el caso extremo de cooperatividad infinita,

la unién puede ser representada como una reaccién "todo o nada'.

Mo + nL ﬁlﬁn (2)
K® = (M) (L)"/ (M) (3)

donde K es la constante de disociacién aparente para los sitios
gque estin interaccionando. La fraccién de saturaciédn en este

caso (Y) es:
T - [wrxr] /010 @] (4)

Las ecuaciones 2 a 4 estin basadas en la suposicidén que la
unién es infinitamente cooperativa para los n ligandos. En la
prictica no se observa cooperatividad infinita. Por el contra-
rio, los datos sobre interacciones cooperativas cominmente son
descritas para un intervalo entre 254 y 75% de saturacién por

relaciones analogas a las ecuaciones 2-4. Esta relacién es

=l

- [(L)nH/KnH] / [1 + (L)nH/KHH] (5)

donde ! ny g n. El parédmetro ny cominmente es conocido
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como el coeficiente de Hill y, como se sefialdé anteriormente, es
un indice de la cooperatividad. Cuando ny = n, el sistema se

comporta como perfectamente cooperativo, mientras ny = 1 indi-
ca no cooperatividad.

El efecto de concentraciones variables de AMP sobre la ac-
tividad de fructosa 1,6-bisfosfatasa no obedece la simple teoria
de accidén de masa. Al graficar la actividad enzimitica relativa
contra la concentracidén de inhibidor da una curva sigmoidea en
lugar de una curva hiperbélica rectangular, sugiriendo que mis
de una molécula de AMP por molécula de enzima participa en la
formacién de un complejo enzima-inhibidor. El1 tratamiento ciné-

tico de esta inhibicién fue descrito por Taketa y Pogell (1965).

Estos autores suponen la siguiente reaccién total

E + nAMP

E - AMP_ (6)

entonces

[E-amp, ]

(€] [oer] ™

(7)

y
log lgié%zﬁl = log X + n log [AMﬂ] (8)
E
donde

23]
1

Fru—PZasa activa

E-AMP_ =
n

complejo inactivo enzima-inhibidor
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n = nimero aparente de moléculas de AMP por molécula
de enzima que reaccionan para formar un complejo
enzimidtico inactivo, suponiendo un gitio activo
por molécula de enzima.

K = constante de asociacién aparente.

A partir de los datos de inhibicién obtenidos se grafica
log E-AMP_ / E en funcidén de log AMP . Se obtiene una linea
recta en que la pendiente de la curva es n, y log X es la inter-
seceibn sobre la ordenada donde log AMP = 0.

En la prictica se usa log (Vp-v)/v como log E-AMP, / E ,
donde V3 es la actividad control sin AMP vy v es la actividad de
la enzima en presencia de AMP. Se obtiene de esta manera un va-
lor de n de 2,3 a 2,5, lo que sugiere que la unién de cada molé-
cula de AMP influencia la constante de unién de las subsiguien-
tes moléculas de inhibidor. De estos mismos datos se obtiene
el valor de K (Ki o 10,5) que denota la concentracidén de AMP ne-
cesaria para obtener una inhibicién del 50%. Su valor es entre
18 ¥y 20 pmM. Para hacer el grafico se consideraban los valores
de velocidad entre 0,2 V y 0,8 V.

Para los cédlculos del porcentaje de cooperatividad remanen-
te se consider6 a.-tiempe infinito de modificacidn un va-
lor de ny igual a 1,0. Las constantes de velocidad de pseudo
primer orden para la pérdida de cooperatividad, se obtuvieron

de las pendientes de las rectas obtenidas al graficar la varia-
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cidén del coeficiente de Hill (nHt—nH) en funcidn del tiempo de
modificacidn. -

La disminucidén de la afinidad de la enzima por AMP se esti-
mdé determinando el incremento en Ki (Kit—Kio). El valor tedérico
miximo de la constante de inhibicidn (Ki..), se calculd grafican-
do la variacién en Ki a los 60 min de modificacién (Kigp-Kigp),
en funcidén del reciproco de la concentracidén del agente modifi-
cador. Los valores de las constantes de modificacién, calcula-
das utilizando el valor de Ki.o obtenido de este modo, diferian
generalmente en menos de un 5% con los calculados empleando un
método alternative (Jencks, 1969; Gutfreund, 1972; Cornish-
Bowden, 1979) para determinar constantes de primer orden. En
este procedimiento (método de Guggenheim), no se requiere cono-
cer el valor de la constante de inhibicién en el punto final de
la reaccién (Ki_ ), para obtener las constantes de velocidad de
reacciones de primer orden. Métodos similares se utilizaron
para determinar las constantes de velocidad para la pérdida de
activacién por K*.

El anilisis de los resultados del efecto del pH sobre las
constantes de velocidad de pseudo primer orden para la pérdida
de activacién, se hizo a través de métodos grificos, empleando
la ecuacidén general (9) descrita por Veronese y col. (1972) y

Garner y col. (1975).

c KpK, + (n+)? (K, + K_)
- - S Pl (9)
KK, (H*) KKy,
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En esta ecuaciédn, C. es la concentracién de cianato, k

es la constante de velocidad de pseudo primer orden observada
en seg_l, k es la constante de velocidad independiente del pH
en M_lseg_l ¥y Ky, ¥ K, son las constantes de disociacidén del gru-
po que se modifica y el Acido cidnico, respectivamente. En el
rango de pH usado, el primer término del lado derecho de 1la
ecuacién se reduce a Kc/k(H+), de tal manera que graficando
Co/kops versus Kc/(H+) y empleando el pK de 3,8 para HNCO (Smyth,
1967), se puede conocer el valor de k y K a partir de la pen-
diente y del intercepto del grafico.

Todas las rectas representadas en los graficos han sido
trazadas por el método de los cuadrades minimos.

Para establecer el nimero de residuos esenciales carbamila-

dos, los datos de incorporacién de 14C

-cianato se graficaron
de acuerdo a Tsou Chen-Lu (1962). Los datos obtenidos de los
graficos de Tsou para i = 1, i = 2, i = 3, i = 4 se sometieron
a un andlisis de regresién polinomial en un computador Digital
DEC 2020, usando un programa escrito por el Centro de Computa-
cién de Ciencias de la Salud, U.C.L.A. Los parametros p, q,
¥y r representan el coeficiente de la ecuacién (10), y fueron

calculados para la mejor ecuacidn binomial para cada grupo de

datos (i =1, i =2, i =3, i = 4).

atl/:L P + qm + rmz (10)
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Los valores calculados para homocitrulina, a partir de los
anilisis de aminodcidos, fueron corregidos por pérdida de este
derivado. Bajo nuestras condiciones de hidrélisis Acida, 23%
de la homocitrulina utilizada como patrdén interno se convirtid
a lisina, valor que estd de acunerdo con otros descritos (Stark
¥y col., 1960; Shen y Colman, 1975; Slebe y Martinez-Carrién,

1976).

ALGUNAS CONSIDERACIONES GENERALES

El procedimiento general a utilizar en los estudios de mo-
dificacidn es:

- La enzima es tratada con un reactivo de aminoidcidos bajo con-
diciones cuidadosamente controladas. No es esencial que el
reactivo reaccione con s6lo un tipo de residuos, pero para
efectos pricticos es aconsejable que sea un niimero pequeiio.
Para simplificar la cinética, es deseable que la concentracién
del reactivo permanezca constante durante la reaccidén. FEsto
se puede conseguir usando el reactivo en exceso.

~ A determinados tiempos se sacan alicuotas y se determina 1la
alteracién de algiin pardmetro cinético (e.g. Ki, nH) y la po-
sible pérdida de actividad enzimitica, en funcién del tiempo
de reaccién. Se calculan las constantes de velocidad para 1la
alteracidén del pardmetro medido y para la modificacién de los
residuos que han reaccionado.

-~ Correlacionando las constantes de velocidad con modelos tedri-
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cos es posible identificar el tipe y nimero de residuos invo-
lucrados en la accidén enzimitica. Debe seflalarse que esta
correlacién se obtiene de constantes derivadas del anilisis
de la proteina misma y no por deduccién basada en la reacti-
vidad de aminocdcidos libres en solucién. Esto es esencial ya
que la reactividad del residuo en la proteina puede ser dife-
rente al del aminodcido en soluciédn. La reactividad de un
tipo de residuo dado dependeria considerablemente de su locali-
zacidén en la proteina.

- Subsiguiente al marcaje selective se localizan los residuos
modificados, fragmentando la proteina y aislando los péptidos
que contienen la radiactividad.

- Se realizan experimentos de proteccidn que son importantes pa-
ra proponer el rol de los residuos modificados en la regula-
cién de la actividad enzimdtica. En el caso de Fru—Pzasa, Fru-
1,6—P2 protegera el sitio catalitico y AMP el alostérico.

La idea basica de este procedimiento de marcaciédn especifi-
ca, se presenta en la Figura 3. Asi, cuando un reactivo quimico
modifica covalente y especificamente un residuo de aminoicido,
entre muchos otros en la proteina, y este cambio conduce a una
alteracién medible en los paridmetros que describen a la proteina
nativa, es posible derivar algunas conclusiones acerca de 1a

contribucidén de este residuc a la estructura y funcién nativa.
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Figura 3. Leyenda en la pigina siguiente.
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FIGURA 3. Exploracién de la estructura quimica de una enzima
mediante modificacion quimica.

(a)

(b)

(ec)

Reaccidén preferente en el sitio alostérico: reaccién de un
solo residuo de aminoidcido produce desensibilizacidédn. Pre-
sencia del efector "protege" la enzima contra la reaccién.
Reaccidén no especifica: cuando varios residuos reaccionan
produciendo desensibilizacién. En este caso la interpreta-
cidén de los resultados es compleJa. El procedimiento segui-
do, usualmente, es modificar primero en presencia del ligan-
do, reaccionan los residuos no importantes, se eliminan el
efector ¥y el reactivo que no ha reaccionado y, a continna-
cién, se hace reaccionar la enzima con el mismo reactivo
marcado isotépicamente {reaccionan todos los residuos sen-—
sibles al reactivo utlllzado, pero sdlo los del sitio alos-
térico llevam la marca isotépica por la que pueden ser fa-
cilmente identificados).

Marcacion por afinidad: se induce la reaccidn preferencial
con el sitio alostérico, usando un reactivo que estid estruc-
turalmente relacionado con el efector. (Adaptado de Wold,

1971).




RESULTADOS

MODIFICACION BE FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA CON

AMP-DTALDEHIDO

1. Caracteristicas cinéticas de 1la Fru—Pzasa modificada por

AMPox.

La técnica de marcaje de afinidad (Wofsy ¥y col., 1962) es una
herramienta @til para dilucidar la naturaleza de los residuos
de aminoicidos que participan en la catilisis, uniédn del sustra-
to al sitio activo, o unién de efectores a los sitios alostéri-
cos de enzimas (Wofsy y col., 1962; Shaw, 1970). Para que un
reactivo se considere marcador de afinidad debe poseer una es-
tructura similar a la del sustrato u otro ligando de la enzima
'en estudio (y por lo tanto, ser capaz de unirse al sitio activo
o alostérico), y presentar un grupo quimico reactivo que pueda
formar una unibén covalente con un residuo de aminodcido en o
cerca de ese sitio.

Se han realizado numerosos estudios de marcacién de afini-
dad para conocer la naturaleza de los residuos de aminoicidos
que participan en la interaccidén enzima-nucledtido (Yount, 1975)
siendo los derivados dialdehido de nucleédtidos un grupo de mar-
cadores potenciales de afinidad, ya que presentan alteraciones

menores en la estructura del nucledtido,
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Se conoce que el AMP es un inhibidor alostérico altamente
especifico de 1la Fru-Poasa (Taketa y Pogell, 1965), lo que nos
llevé a concebir que un anilogo del AMP, con la estructura qui-
mica parecida al efector (i.e. AMP ), pudiera unirse al sitio
alostérico. Sin embargo, encontramos que el anidlogo oxidado no
es un inhibidor de 1la Fru—Pzasa neutra de rifion de cerdo (Slebe
y col., 1978; Maccioni y col., 1979). La Figura 4 muestra que
AMP_ . hasta una concentracién de.0,8 mM no inhibié la actividad
de la enzima a pH 7,5. Resultados que no se muestran probaron
que los siguientes compuestos, cuando se agregaron después del
sustrato a una concentracidén final dg 5 mM (concentracién alre-
dedor de 250 veces la Ki para AMP), no tenian efecto sobre 1la
actividad de 1la Fru—Pzasa: adenosina, ADP, ATP, GMP, GTP y sus
respectivos derivados oxidados. AMP,, tampoco inhibid a esta
concentracidén. Los datos de la Figura 5 muestran que este com-
porfamiento de AMPOx no es dependiente de la concentracién de
sustrato. Al hacer los gréficés del reciproco de la velocidad
(en presencia Y ausencia de AMP) en funcién del reciproco de 1la
concentracién de Fru-1,6-P, , se obtuvieron lineas rectas que se
intersectaron sobre la abscisa (recuadro de la figura 5), carac-
teristico de la inhibicién no competitiva de AMP; probindose
que AMPox no presenta esta inhibicidén eclisica.

Tratamiento de la enzima con AMPox seguido de una reduccién
con borochidruro de sodio (usado para estabilizar uniones entre

aldehidos y grupos amino en varias enzimas), produjo un deriva-
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Figura 4. Inhibicién de fructosa-1,6-bisfosfatasa
rifion de cerdo por AMP; efecto de AMP-dialdehido.
actividad enzimatica fue medida como se describe
MaterialesyMétodos por la velocidad de formacién

a la actividad especifica (32 U/mg) de la enzima
ausencia de nucledtido.
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fosfato 1norgan1co. El medio de ensayo contenia pota-
sio 150 mM y las concentraciones variables de nucled-
tido que se indican. Un valor relativo de 100 es dado
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‘Figura 5. Inhibicién de fructosa~-1 »6-bisfosfatasa por
AMP a diferentes concentraciones de sustrato. Efecto de
AMP-dialdehido. La actividad enzimitica fue medida
espectrofotométricamente en presencia de K. 150 mM. Se
realizaron los ensayos a diferentes concentracicnes de
Fru-1,0- -P5 con o sin la adicién de los nucleétidos: sin
1nh1b1dor (o0); con AMP 25 pM ( @ ); y con AMPox 1 mM

( A). El recuadro muestra los graflcos de dobles reci-
procos de los datos de esta figura parael intervalode con
centraciones no inhibitorias de sustrato.
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do estable que mostrdé una disminucién en su afinidad por AMP.
La Tabla 3 resume los efectos ejercidos por Fru-1,6-P, , AMP o
ambos, sobre la modificacidén de la enzima por AMPox' Como =se
muestra, la actividad especifica y la inhibicién por altas con-
centraciones de sustrato disminuyeron, después de la modifica-
cién irreversible con AMPO}C 10 mM de la enzima no protegida.
Bajo estas condiciones de modificacién el sustrato protegid par-
cialmente a la enzima contra la pérdida de actividad. Una pro-
teccidén mayor se obtuvo .cuando la modificacién se efectud en
presencia de Fru—l,é—P2 (10 mM) y AMP (2 mM), pero el nucleétido
solo no ejercié proteccidén contra esta pérdida de actividad.
La disminucién en actividad podria estar relacionada a una pér-
dida de la activacién de la enzima por K’ (Slebe y col., 1678)
Y, ademids, sugiere la asociacién de residuos lisina a la re-
gién(es) de la enzima responsable de la unién del sustrato(s).
En todas las condiciones de protecciédn no hubo cambios en la
inhibicidén por altas concentraciones de Fru~1,6~P2.

El tratamiento con AMP,, de la enzima no protegida causdé un
cambio marcado en la afinidad de la enzima por AMP, disminuyendo
considerablemente la extensién de la inhibiciédn ¥ aumentando el
valor de Ki en un orden de magnitud con respecto a la enzima na-
tiva (Tabla 3, figura 6).. Ademis, como resultado de la modifi-
cacidn se observé una disminucién en el coeficiente de Hiil para
AMP (nH = 1,1), indicando una pérdida de la interaccién coopera-

tiva entre los sitios de unién de AMP (Tabla 3, figura 7).




TABLA 3

Efecto de fructosa-1,6-bisfosfato y AMP sobre la modificacién

de fructesa-1,6-bisfosfatasa peor AMR;x
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Condicidn de Actividad | Inhibiciéncpor Inhibicién K; AMP np
modificacién especifica Fru-1,6-P, por AMPY

(U/mg) (£) (%) (nM)
Control (tratada
con NaBHd) 28,8 43 o4 15 2,0
Proteccidn con ‘
Fru-1,6-P, 25 mM 18,3 - 64 52 1,1
Proteccidén con
AMP 2 mM 6,5 36 78 34 1,7
Proteccidn con
Fru-1,6-P, 10 mM 23,3 42 88 17 1,5
¥ AMP 2 mﬁ
Sin proteccidn 8,8 25 21 187 1,1

La modificacldén de 1la enzima (32 upM} =se
20 min, como esti descrito en Materiales y Métodos ,

ligandos que se indican en esta Tabla.

la velocidad de formacidn de Pi.

concentracidn de

acuerdo a Taketa

la omisidn de AMP

Los valores de Ki y n

realizé con 10 aM AMP,, durante

en la presencia de los

la actividad enzimitica se midid a 30° en presencia de potasio 150 mM por

Para la inhibicidn, por exceso de sustrate, la actividad fue medida a una

Fru-1,6-F;, igual a 10 mM y se dié un valer relativo de
100% a la actividad medida a 0,5 mM de Fru-1,6-Ps.

y Pogell (1965}.

ox*

La actividad fue medida como se describe pero en presencia de AMP 70 uM.

fueron calculados de los datos de la Figura 7, de

Enzima sometida al misme tratamlento de la enzima modificada excepto por




77.

Cuando la modificacidén de la enzima se llevdé a cabo en presencia
de AMP 2 mM, se obtuvo una proteccién parcial contra la pérdida
de inhibicién por AMP. Asimismo, AMP mias Fru—1,6-—P2 10 mM mos~
traron un extraordinario efecto protector de esta propiedad de
la enzima, manteniendo el valor de Ki sin alteracién después de
la modificacién (tabla 3, figura 7). Como resultado de la modi-
ficacidén en la presencia de AMP o de ambos (AMP + Fru—l,ﬁ—Pz),
hubo una alteracidén parcial de la cooperatividad (tabla 3, figu-
ra 7). El1 sustrato también mostré un leve efecto protector so-
bre la sensibilidad de la enzima por AMP, pero no tuvo efecto
sobre la pérdida de cooperatividad.

Estos resultados muestran que ocurridé un cambio significa-
tivo en la respuesta de la enzima modificada a la inhibicidn por
AMP. Ademis, sugieren la existencia en la enzima de residuos
lisina de reactividad diferenciada que pudieran estar relaciona-
dos, unos a la susceptibilidad de 1a enzima al AMP, y otros, a la

cooperatividad entre los sitios del nucledtido.

2. Incorporacidn de E14C]AMPbx a fructosa-1,6-bisfosfatasa.

Los experimentos de proteccidén indicaron que era posible
modificar selectivamente residuos lisina reactivos, involucrados
en las propiedades regulatorias de Fru—PZasa, usando altas con-
centraciones de Fru-1,6~P, durante la modificacidén con AMP .

2 0Xx
: . i . .
Por lo tanto, la incorporacién de [ 4CJAMPox a la enzima se mi-

did en estas condiciones de proteccién.




78.

10
B~
.\“ . | :.:_ o
0‘ ;
80 AY- . FS
o 1
3 3 - . 0 250 560
o W ; AMP, uM
a 60 N .
| 5
o) ’ - Sin proteccién
O
2 s Y \”
2z »
o Q A ]
< 20 : A = Fru-1,6-P;
- ]
S : .
q ~ 7\ AMP
) o Fru-1,5.P2 + AMP
0 | 1 1 | 1 | 1 - ICOHN’OI 1 L
40 80 120 160 200
AMP, uM

Figura 6. Inhibicién de 1a fructosa-1,6-bisfosfatasa modi-
ficada por AMPox y no modificada (control), por concentra-
ciones variables de AMP. Las enzimas fueron tratadas con
AMPox {10 mM) bajo diferentes condiciones de proteccidn:
en presencia de Fru—1,6—P2 20 mM (o ); AMP 2 mM (A );
Fru—1,6—P2 10 mM y AMP 2 mM (0O ), y sin proteccidén (m ).
La modificacidén se realizd como se describe en Materiales ¥
Métodos ¥y la enzima control (® ) fue sometida al mismo tra-
tamiento excepto por la omisién de AMPox. La actividad de
estas preparaciones se determind a través de la medicidn
del fosfato inorginico formado, en presencia de K" 150 mM
Yy de AMP como se indica. En el recuadro se muestran los
valores de actividad residual obtenidos con concentracio-
nes de AMP hasta 500 uM,
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Figura 7. Grifico de Hill de la iphibicién con AMP de
la fructosa-1,6-bisfosfatasa nativa (control) y modifi-
cada por AMPox. Los datos mostrados en 1la figura 6
fueron graficados de acuerdo a Taketa y Pogell (1965).
No se colocaron los valores de todas las concentracio-
nes de AMP, sino solo de aquellas que producen entre
un 20 a 80% de inhibicién.

79.




80.

La Figura 8 muestra el niimero de moles de AMPOx incorpora-
dos por mol de enzima, cuando se usan cantidades variables de
AMPox para modificar la Fru—Pzasa en presencia del sustrato. E1
resultado muestra una curva de saturacidn tipica, de la cual se
obtiene, de la interseccidén con la ordenada en un grifico de do-
bles reciprocos, un valor miximo de 2 moles del andlogo de AMP
incorporados por mol de enzima (recuadro de la figura 8). Bajo
estas condiciones hay una modificacién preferencial de la coope-
ratividad (tabla 3, figura 7). Cuando la modificacién se reali-
z&6 en ausencia de ligandos (AMP o Fru—1,6-P2), se observd una
unidén covalente de 4,1 moles de AMPOx por mol de enzima. Estu-
dios de modificacidén con una concentracién menor de AMPox (2,5
mM), en condiciones de proteccién por el sustrato, producen un
derivado {1 mol AMPox/mol enzima) el cual exhibe el mismo valor
de Ki de la enzima control y un n, para AMP de 1,5. E1 AMPox no
es un inhibidor apropiado de la Fru—Pzasa, pero después de 1la
modificacién covalente hay una desensibilizacién de la enzima
hacia AMP.

En forma paralela, se realizaron mediciones de la reactivi-
dad de grupos sulfhidrilos con DINB, como un indicador de cam-
bios conformacionales. La enzima modificada por AMPox-en condiciones
de no proteccién mostrd un nimero menor (4) de grupos SH expuestos
al solvente, comparados con los 7 grupos titulables que exhibid
la enzima nativa (resultados que no se muestran.), sugiriendo un

cambio conformacional asociado a la modificacidn con AMPox'
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Figura 8. Incorporac#n de [14C]AMP-dia1dehido a fructosa
liﬁ—bisfosfatasa en funcién de 1la concentracién de
(14c] AMPox. La incorporacién del derivado de AMP se
realizé como se describe en Materiales y Métodos en presen—
cia de Fru-1,6-Pp 20 mM. Alicuotas de 0,2 ml de enzima (0,9 mg)
fueron modificadas usando las concentraciones del14 ClAMPox indi-
cadas. El recuadro muestra un grifico de dobles reciprocos de los
datos de la figura.
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3. Hidrélisis del derivado [3H]AMPOX-Fru—Pzasa con subtilisina,

El derivado [:BH]AMPOx -~enzima mostré ser bastante establé
a diidlisis exhaustiva o filtracién en columnas de Sephadex G-50,
sin embargo, la presencia de bases nitrogenadas o Tris facilité
el rompimiento del conjugado. Los resultados sugerian que un
grupo aldehido del AMP . formaba una base de Schiff con un grupo
amino de un residuo lisina, el cual se localizaba en o cerca del
sitio alostérico para AMP.

Considerando que al usar altas concentraciones de
Fru—1,6—P2 (20 mM) durante la modificacién con AMP,, , se pueden
modificar selectivamente los residuos lisina asociados a 1la
inhibicién alostérica de la enzima por AMP, se realizaron expe-
rimentos para aislar el sitio de unién de AMPox' Por lo tanto,
éstas fueron las condiciones de modificacién escogidas.

Con el objeto de aislar el fragmento de la enzima que con-
tenia el sitio de unién de AMP,. , se explord, inicialmente, la
ruptura de la enzima con bromuroc de ciandégeno y subtilisina. EI1
derivado [3HJAMgnc—enzima (2 moles[aﬂ]AMﬁ”(/mol de enzima) fue
fragmentado con bromuro de cianbgeno, y los péptidos generados
fueron separados por cromatografia en Sephadex G-50 (resultados
que no se muestran). Aunque una fraccidén de la radiactividad
se encontrdé asociada con péptidos Pequefios, la mayor parte esta-
ba asociada con péptidos que eluian en el volumen de exclusién
de la columna (Hubert y col., 1979),

Se conoce que subtilisina corta a la enzima en dos fragmen-
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tos muy bien caracterizados, denominados proteina-S (Mr 29.000)
y péptido-S (Mr 6. 50) (Horecker y col., 1975, 1978; Botelho y
col., 1977; El-Dorry y col., 1977), de ahi que, el derivado
ﬁH]AMPox fuera tratado con subtilisina. Los fragmentos de 1la
hidrélisis se analizaron mediante electroforesis en geles de po-
liacrilamida, encontrindose que alrededor del 80% del total de
la radiactividad estaba asociada a la proteina-S (figura 9).
Este experimento sugiere que el sitio de unién de AMP x estaria

localizado en el fragmento mayor de 1a Fru—Pzasa.

4. Hidrdlisis del derivado [3H]AMP0x—Fru—Pzasa con tripsina.

Con el propésito de aislar un péptido de menor tamafio que
incluyera este sitio regulatorio, la enzima marcada y carboxime-
tilada fue digerida con tripsina. E1 perfil cromatogrifico de
los péptidos obtenidos, se muestra en 1la Figura 10. La mayor
parte de la radiactividad se distribuyé en las fracciones 1 a
3. Mediante cromatografia descendente en papel se identificéd
el material que elufa con un Ve igual al volumen interno de 1a
columna (fraccién 3), como derivados de AMPox probablemente pro-
ducidos por ruptura del complejo AMPox—enzima. Ya que la frac-
cién 2 presentaba baja actividad especifica, los estudios sub-
siguientes se realizaron con el material de la fraceion 1. Cro-
matografia de este material en una columna de intercambio idnico
(SP-Sephadex C-25) mostré la presencia, a su vez, de tres frac-

ciones (figura 11). La radiactividad eluyd al comienzo del gra-
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Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida del
derivado H AMPox-Fru-P,asa hidrolizado con subtilisi-
na y radiactividad asociada. Los productos de la hidré-
- lisis de la enzima marcada fueron liofilizados ¥ resus-
pendidos en fosfato de sodio 10 mM, pH 6,8, SDS 1% y
drea 8 M. La muestra (100 pg) se sometié a electrofore-
sis en tubos cilindricos "con el sistema poliacrilamida-
urea-SDS (Swank y Munkres, 1971). El1 gel se corté en
secciones de 2 mm y se midié la radiactividad. La parte
inferior muestra un dibujo del gel:tefiido con azul de
Coomassie después de la electroforesis. La flecha indi-
ca la posicion del azul de bromofenol.
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Figura 10. Cromatograffia en Sephadex G-25 de los productos
de la hidrélisis de la Fru-P,_asa modificada con tripsina.
Los péptidos obtenidos por” hidrélisis triptica de 1a
[ 3H ] AMPox-enzima carboximetilada, resuspendidos en 4cido
acético 5% y urea 8 M, fueron aplicados a una columna de
Sephadex G-25 (100 x 1,8 cm) equilibrada y eluida con acido
acético 5%. Se colectaron fracciones de 2 ml, a un flujo de
0,5 ml/min, en las cuales se midié absorbancia a 280 nm
(0 ) y radiactividad en alicuotas de 50 nl (@), Vo y Vi
( o) fueron determinadas con azul dextrano y AMP, respecti-
vamente.
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Figura 11. Cromatografia .en SP-Sephadex de la fraccién 1
obtenida de la columna de Sephadex G-25. La fraccién 1 (88-
120) 1liofilizada, fue resuspendida en acetato de amonio
0,1 M pH 3,5 y aplicada a una columna de SP-Sephadex G-25
(16 x 1,8 cm) equilibrada con acetato de amonio 0,1 M pH 3,5,
Una vez aplicada la muestra, la columna se lavd con 40 ml
del mismo amortiguador, y se eluyd con una gradiente de ace-
tato de amonio desde 0,1 M pH 3,5 a 0,2 M pH 8,5 (150 ml de
c/u). Se colectaron fracciones de 1,5 ml a un flujo de
0,8 ml/min. La radiactividad se midié en alicuotas de 50 pl
de las fracciones.
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diente como dos picos, A (30%) y B (70%), correspondiendo a los
de pH 3,9 y 4,5. Andlisis electroforético de la fraccién A, en
presencia de urea-SDS, mostré la aparicidén de dos bandas con radiac-
tividad con aproximadamente un 15 y 85%, respectivamente (figura
12). La radiactividad estaba asociada a la banda A-2 (Mr
~ 3.500). El mismo analisis de la fraccidén B reveld un solo
péptido que contenia radiactividad, con un pesc molecular de
aproximadamente 6.000.

La Tabla 4 muestra el andlisis de la composicién de amino-
dcidos del péptido radiactivo contenido en la fraccién B. Las
propiedades mias notables de este material son el alto contenido
de los aminodcidos glutdmico y aspirtico, y la gran proporcién
de aminodcidos apolares. El andlisis de 1la fraccién A mostréd
que hay semejanzas en la composicidén de aminodcidos de B, con
la mezcla de péptidos presentes en A. Puesto que en esta Wltima
fraccidén la radiactividad estaba presente en el péptido de mayor
movilidad electroforética, una explicacién tentativa fue que es-
te péptido podia estar contenido en el péptido B (Slebe y col.,
1979). Por otro lado, los iones amonio eran retirados de las
muestras por sucesivas liofilizaciones y resuspensiones en Acido
acético., Sin embargo, el relativo alto porcentaje de amonio
(12-14%) presente en los anidlisis de aminoicidos, sugiere que
una. proporcién de los Acidos glutdmico y aspirtico podrian estar
como residuos glutamina y asparragina (Slebe y col., 1981,

Hubert y col., 1981). Si éste es el caso, la hidrofobicidad del




TABLA 4

Composicién de aminodcidos de fracciones radiactivas aisladas

después de digestidén de [3H]AMPox-Fru—Pzasa con tripsina

% Residuos

Aminodcidos’

Fraccién A Fraccidén B
Lisina 5,4 (1} 4,6 (1)
Histidina 0,5 - 2,5 -
Arginina 0,5 - 4,1 (0,9)
Acido Aspartice 8,3 (1,5) 12,9 (2,8)
Treonina 7,1 (1,3) 7,4 (1,6)
Serina 5,1 (0,9) 4,8 (1,0)
Acido Glutimico 18,1 (3,4) 16,9 (3,7)
Prolina 7,4 (1,4) 7,5 (1,6)
Glicina 7,2 (1,3) 6,0 (1,3)
Alanina 6,2 (1,1) 6,8 (1,4)
Valina 7,0 (1,3) 8,0 (1,7)
Metionina 0,7 - 0,7 -
Isoleucina 8,6 (1,6) 6,7 (1,4)
Leucina 15,2 (2,8) 10,0 (2,2)
Tirosina 2,6 (0,5) 1,2 (0,2)

Valores no corregidos por destruccidén de aminodcidos
e hidrélisis incompleta. Los valores en paréntesis

indican el nlimero de residucs en relacién a lisina.
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Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrila-
mida de los péptidos tripticos radiactivos obte-
nidos de la cromatografia en SP-Sephadex. Las
fracciones A y B (140 pg c¢/u) se sometieron a
electroforesis en tubos cilindricos con acrila-
mida al 1024 en condiciones desnaturantes vy
fueron posteriormente tefiidas con Azul de
Coomassie. Las condiciones experimentales se
describen en Materiales y Mé&todos.
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sitio de unién del nucleétido serd mayor que la que se puede

predecir de la composicién de aminodcidos del péptido B.
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MODIFICACION DE FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA CON

CIANATO DE POTASIO

1. Caracteristicas cinéticas de Fru-P,asa modificada por KNCO.

El tautdémero reactivo de cianato, el &cido isocidnico, es
un reactivo relativamente no especifico que reacciona con grupos
amino, sulfhidrilo, hidroxilo fendlico, imidazol y carboxilo de
proteinas (Stark, 1972). Sin embargo, sélo la reaccién con gru-
pos amino (i.e. el grupo &E-amino de lisina o el of-amino termi-
nal) conduce a la formacidén de un derivado estable; la reaccién
con otros residuos de aminoidcidos da aductos relativamente ines-
tables, los cuales se descomponen por dilucién o un cambio en
el pH (Stark, 1972).

Por lo tanto, era de esperar que cianato produjera una car-
bamilacién selectiva de losz grupos amino involucrados en las
propiedades regulatorias de Fru-Poasa, con una perturbacién mi-
nima en el dominio del sitio alostérico.

Experimentos iniciales indicaron (Slebe y col., 1979; 1980)
que la modificacidn de Fru-P,asa con KNCO causa pérdidas en la
actividad, la activacién por KV y 1a cooperatividad entre sitios
de AMP, y una disminucién tanto en 1a inhibicidn por AMP como
en la inhibicién por altas concentraciones de sustrato.

El tratamiento de la enzima no protegida con KNCO produjo
un marcado cambio en la afinidad por AMP, disminuyendo conside-

rablemente la extensién de la inhibiciédn ¥y aumentando el valor
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de Ki, lo que se ilustra en la Figura 13 a, b; panel I (izquier
da}. Ademis, se observé una pérdida de cooperatividad (figura
13 a, b; panel II, derecha). EI1 AMP previno de la pérdida de
sensibilidad de la enzima hacia el nucledtido por el tratamien-
to con KNCO (figura 13 a,c; panel I), y la mezcla del efector
con el sustrato (AMP + Fru—l,G—Pz) mostrd un extraordinarioc e-
fecto protector (figura 13 a). Por otro lado, esta mezcla pro-
tegié solo parcialmente contra la pérdida de cooperatividad,
mientras el nucledétido solo, no mostré proteccidén (figura 13 a,
¢; panel IT), Por su parte, Fr'u—l,é—P2 previno de la pérdida
de afinidad de la enzima por AMP, pero no contra la pérdida de
cooperatividad (figura 13 a).

La Tabla 5 resume los efectos ejercidos por Fru—1,6—P2, AMP
o ambos sobre la modificacién de la enzima por KNCOG 0,6 M. Co-
mo se muestra, la actividad especifica, la inhibicién por exce-
so de sustrato y la razén de actividades medidas en presencia Yy
ausencia de potasio disminuyeron después de la modificacidn de
la enzima no protegida, insinuando una pérdida de 1la activacién
producida por el potasio. Fru—l,64P2 protegid a la enzima con
tra las pérdidas de activacién por cationes monovalentes e in-
hibicidén por exceso de sustrato. Ademis, no se observd efecto
protector de AMP,pero éste, junto a Fru—l,ﬁ—Pz, protegieron par
cialmente contra la pérdida de estas propiedades. Estos resul-
tados permitieron sugerir (Slebe y col., 1981) que posiblemen-
te hay una relacién entre la pérdida de activacién por catio-

nes monovalentes y la pérdida de inhibicidén por exceso de sus -
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Figura 13. Inhibicién de 1a fructosa-1,6-bisfosfatasa

modificada por cianato y no modificada (control), por
concentraciones variables de AMP. La enzima fue
tratada. con KNCO 0,6 M bajo diferentes condiciones de
proteccidn: en presencia de Fru-1,6-P, 23 mM; AMP 2 mM;
Fru-1,6-P2 46 mM y AMP 2 mM; y sin proteccién. Panel T
(izquierda).., A los 100 min de incubacién (figura a) o
a los intervalos de tiempo indicados (figuras b,c), se
tomaron alicuotas (10 pl) que se diluyeron a 1 ml con
amortiguador Tris-HC1 0,1 M pH 8,0, 0,1 mM EDTA, para
los ensayos de actividad. La actividad de estas prepara-
ciones se determind a través de la medicién del fosfato
inorginico formado en presencia de K* 150 mM y de AMP
como se indica: Panel II (derecha). Grificos de Hill
para la inhibicién de Fru-Pyasa por AMP de los datos
obtenidos en experimentos mostrados en el panel I ¥ gra-
ficados de acuerdo a Taketa y Pogell (1965)}. Datos adi-
cionales y resultados se entregan en la Tabla 5 ¥ en
Materiales y Métodos.
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trato. Por otro lado, la suceptibilidad de 1la Fru—Pzasa a 1la
inactivacién (presumible) con KNCO 0,6M dependié de 1la presen

cia o ausencia del sustrato.

2. Modificacién selectiva de cooperatividad entre sitios de AMP

Los resultados presentados demuestran que la disminucién en
la sensibilidad hacia AMP, producida por el tratamiento de Fru -
Pzasa con KNCO (figura 13,b panel I}, es completamente prevenida
por la adicién del efector, AMP (figura 13, ¢, panel I), Como
una consecuencia de la modificacidn bajo estas condiciones, la
enzima carbamilada mostrd una pérdida completa de 1la interaccidn
cooperativa entre los sitios de AMP, sin sufrir alteracién en su
afinidad por el nucledtido (figura 13, c).

Los cambios en la interaccién cooperativa entre las subuni-
dades, después de la modificacidn por cianato en presencia de
AMP, indican la existencia en la enzima de residuos lisina esen-
ciales, con diferentes reactividades, involucrados en la coopera
tividad y sensibilidad al AMP.

La modificacién quimica de los grupos funcionales dePrwJEasg
usada como herramienta para estudiar los regsiduos involucrados en
la regulacién de la actividad de 1la enzima por AMP, deberia pro-
ducir pérdida de la inhibicién alostérica por el nucleétido sin
afectar la actividad catalitica. Los datos recién descritos mos

traron que la modificacién de Fru—Pzasa con una concentracidn al
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ta de KNCO (0,6M), causé una pérdida de la inhibicidn alostérica
por AMP. Sin embargo, también se observé una pérdida significa
tiva de activacidén por potasio y de actividad catalitica. Se con
siderd por ello importante explorar la posibilidad de obtener una
enzima modificada, alterada solamente en su suceptibilidad a la
inhibicién por AMP.

La modificacidén de Fru—Pzasa con KNCO 200 mM a 37°, pH 7,4,
dié como resultado una ripida y total desensibilizacién de la en
zima a la inhibicién por AMP (figura 14). La actividad especifi
ca disminuyé solamente 28% después de 100 min de modificacidn.
Para determinar si la modificacidn era irreversible, el derivado
enzima-cianato se dializd exhaustivamente contra amortiguador
Tris~HC1 0,1M, pH &,0 conteniendo EDTA 0,1 mM o, se filtrd en una
columna de sephadex G-50 equilibrada con el mismo amortiguador,
no observindose recuperacidén de la respuesta de la enzima al in-
hibidor AMP por ninguno de los dos procedimientos (Slebe ¥y col.,
1983). A la inversa, después de cualquiera de los dos tratamien
tos se observé una recuperacién casi total de la actividad. Asi,
la enzima carbamilada obtenida con este tratamiento muestra un
cambio sélo en la respuesta al nucleétido, mientras ninguno de
los otros parimetros estudiados (actividad especifica, activacién
por potasio, inhibicidn por sustrato, curva de saturacidn para
Mg2+) se alteraron significativamente (Slebe y col., 19§3).

La Figura 15 ilustra'que el cambio dramitico en la respues

ta de la enzima modificada a la inhibicién por AMP, comparada a
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Figura 14. Efecto de la carbamilacién sobre la inhibicidn
de fructosa - 1,6-bisfosfatasa por AMP., La enzima

(20 pM) fue tratada con KNCO 200 mM, sin proteccién,
en las condiciones descritas en la Tabla 5. La actividad
se midié en la presencia de K* 150 mM y de AMP 75 uM por
la velocidad de formacién de fosfato inorginico. Un valor
relativo de 100 se dié a la actividad especifica (30
U/mg) de la enzima en ausencia de AMP. La enzima control
fue sometida al mismo tratamiento de la enzima modificada
excepto por el reemplazo de KNCO por KCl. Enzima carbami-
lada (® ); enzima control (o ).
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Figura 15. Grificos de Hill para la inhibicién de la fruc-
tosa <«1,6-bisfosfatasa nativa y carbamilada por AMP. La
modificacién de la enzima (20 rM) se realizd con KNCO
200 mM por 60 min en las condiciones descritas en la Tabla
4. La actividad enzimdtica fue determinada a través de 1la
medicién del Pi formado en la presencia de K' 150 mM y de
AMP como se indica. Los datos de inhibicidn por AMP fueron
graficados de acuerdo a Taketa y Pogell (1965); naMp es la
pendiente de la linea y corresponde al coeficiente de Hill.
(O) enzima control; (A ) sin proteccidén; (@® ) modificada

en presencia de 1 mM AMP.
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la enzima nativa, es similar al obtenido al modificar con una
alta concentracidén de KNCO (cf.figura 13 b,c). El cambio en
la sensibilidad al AMP se manifiesta en un aumento en el valor
de Ki desde 17 a 151 pM. Ademéds, hay una pérdida en la coope
ratividad de la enzima hacia la inhibiciédn por AMP, ya que el
coeficiente de Hill varid desde 2,35 en la enzima control a 0,95
en la enzima carbamilada (figura 15).

La Tabla 6 resume los efectos ejercidos por Fru—l,6—P2 y
AMP sobre la modificacién de la enzima por cianato 0,2 M. Como
se muestra, el sustrato protege parcialmente a la enzima contra
las pérdidas de actividad y de inhibicién por AMP, pero no prote
ge contra la pérdida de cooperatividad. Al contrario, AMP pre-
vino contra la pérdida de sensibilidad al AMP por el tratamiento
con cianato. Sin embargo, AMP no protegidé contra la notable pér
dida de la interaccidn cooperativa entre los sitios de AMP y la
pérdida de actividad (figura 15, tabla 6). La pérdida de coope-
ratividad no se debié a disociacidn, agregacidén o conversidén de
la enzima a su forma alcalina (Slebe ¥y col., 19&3).

La incorporacién de [ 14¢ | cianato en la Fru-P,asa depende
de las condiciones de modificacién utilizadas (tabla 6). En 1a
enzima no protegida el ntmero de grupos modificados fue aproxima
damente de dos por subunidad. Cuando la modificacidn se realizé

en presencia de AMP o Fru—l,é-Pz, se encontrdé alrededor de 1 mol

de cianato/mol de subunidad. En todos los casos, 10-15% de la
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radiactividad incorporada fue removida por didlisis o filtra -
cién a través de una columna de Sephadex G-50. Coincidente con
esta remocidn de radiactividad, hubo una recuperacidén de la ac-
tividad especifica. Tal pérdida reversible de la actividad co-
rresponde a una disminucidén de la activacidén por cationes mono-
valentes, lo que serid analizado posteriormente. Los valores de‘
homocitrulina recuperados después de la hidrélisis 4cida son
aproximadamente 12-18% menores que los valores calculados a par
tir de los datos de incorporacidén de [14C] cianato (tabla 6).
Esto se atribuye al pequefio porcentaje de modificacidén reversi-
ble producido, el que podria deberse a la formacién de carbamil-
derivados que se descomponen en soluciones acuosas a pH neutro
(Stark, 1972), presumiblemente de cisteina (Slebe vy col.,, 1981}.
Los resultados descritos indican la participacién de dos
residuos lisina por subunidad, uno relacionado a la interaccidn
cooperativa entre los sitios de unién de AMP y el otro, esencial

para la inhibicién por AMP.

3. Pérdida de la activacidén por cationes monovalentes y su pro-

teccidén con Fru—1,6—P2.

Parecio conveniente llevar a cabo un estudio adicional del
efecto de la carbamilacidn sobre la actividad de la enzima y su
inhibicién alostérica por AMP. Para ello se siguieron los cam-

bios en la actividad enzimitica, ocasionados por la incubacidn
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de Fru—Pzasa con KNCO 0,6 M bajo diferentes condiciones de protec
cion. Como se esperaba, cuando la enzima fue tratada con cianato
en ausencia de proteccidn hubo una ripida y total pérdida de 1a ac
tivacidn de la Fru—Pzasa por iones potasio, con una cinética bifi
sica, no obstante la actividad de la enzima medida en ausencia
de potasio no disminuyé (figura 16). Ademads, concomitante con la
pérdida de activacidn por potasio, se observd una progresiva pér-
dida de la inhibicién de la enzima por AMP 75 pM. La presencia
del nucleétido mostré un notable efecto protector de la pérdida
de inhibicién de Fru-P,asa por AMP, pero no influyé en la veloci-
dad y extensidén de la pérdida de actividad (figura 16). En con -
traposicidon al efecto minimo de AMP, la inclusidn de Fru—-l,ﬁ—P2
en el medio de reaccidén proporciond una proteccidén considerable
contra la pérdida de activacién por potasio, ocasionada por el
KNCO (figura 16). Los experimentos de proteccidn indican que
dos regiones diferentes de la proteina parecerian estar involucra
das en la inhibicidn por AMP y en la activacién por potasio.

Por otro lado, se observé que la velocidad de carbamilacién
del grupo(s) involucrado en la pérdida de activacidén por potasio
fue mayor que la velocidad de modificacidén de los grupos esencia
les para la inhibicién por AMP (figura 16) y, al someter al deri
vado enzima-cianato a una didlisis exhaustiva contra amortiguador
Tris-HC1 0,1 M, pH §,0, EDTA 0,1 mM o filtracién en una colum-
na de Sephadex G-50 equilibrada en el mismo amortiguador, se mos-

trd que la modificacién de los grupos involucrados en la activa -
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Figura 16. Cinética de cambios de 1la actividad de 1la
fructosa -1,6-bisfosfatasa por modificacién con cianato de
potasio. La enzima (13 pM) fue incubada con KNCO 0,6 M a
37° en amortiguador 4cido bérico-borax 50 mM, pH 7,5, EDTA
0,1 mM bajo diferentes condiciones de modificacidn: sin
proteccién (M ); en presencia de AMP 2 mM (A); en presen-
cia de Fru-1,6-P2 46 mM (11 ); en presencia de AMP 2 mM y
Fru-1,6-P, 23 mM (O ). La enzima control (® ) se sometid
al mismo tratamiento excepto por el cambio de KNCO por KC1l.
Un valor relativo de 100 se dié a la actividad especifica
(10,5 U/mg) de la enzima control ensavada en ausencia de
K* (linea punteada). Se tomaron alicuotas (10 nl1) a 1los
tiempos indicados, se diluyeron (1/100) y se ensayé activi-
dad en la presencia de K 150 mM midiendo 1la formacién de
Pi. Los simbolos bajo la linea discontinua representan
ensayos de actividad en presencia de AMP 75 pM.
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cidén por potasio era reversible (Slebe y col., 1981; 19§3).

Se conoce que el cianato reacciona mas ripido con grupos
tioles que con grupos amino, siendo la reaccidn de los primeros
rdpidamente reversible (Stark, 1964; 1972). Asimismo, se ha su
gerido que existe una estrecha correlacién entre la reactividad
de un grupo tiol altamente reactivo ¥y la reactividad de un resi-
duo arginina esencial para la activacién de la Fru~P2asa por ca-
tiones monovalentes (Marcus, 1975).

La modificacion de Fru—Pzasa por KNCO bajo condiciones en -
las cuales el grupo SH reactivo estid expuesto (no proteccién, en
presencia de AMP o potasio) (Marcus, 1975) condujo a la pérdida
de activacién por K+; mientras que bajo condiciones en las cua-
les el grupo SH se encuentra apantallado (en presencia de Fru-
1,6~P2), no se produce pérdida de activacidn por cationes mono
valentes. Asi, los resultados de modificacién de la enzima con
cianato sugieren la participacién de grupos tiocles en la activa-

cién de 1la Fru—Pzasa por cationes monovalentes.
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EFECTO DE POTASIC SOBRE LA ACTIVIDAD

DE FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA

Con el fin de tratar de explicar el mecanismo de accién de
los cationes monovalentes sobre la FruuPzasa, se estudid el e-
fecto del potasio sobre la afinidad de la enzima por el sustra-
to. Para ello se determindé el efecto de concentraciones varia-—
hbles de Fru—1,6-P2 sobre la velocidad de la enzima nativa en
presencia de concentraciones crecientes de K2804.

En la Figura 17 se observa que cuando se mide la actividad
de la enzima a bajas concentraciones de Fru—l,é—Pz, la presen-
cia de potasio produce una inhibicidn de la actividad enzimidti-
ca. La constante de Michaelis para Fru—l,ﬁ—Pz, estimada a par-
tir de los datos a concentraciones menores que 0,025 mM, aumen-
t6 linealmente al aumentar la concentracién del catidn monova -
lente (figura 17, recuadro). La Km en ausencia de K¥ corres -
ponde al valor de 10 pM para Tris-HC1l 50 mM, el cual estd como
amortiguador. Este valor es similar a los valores para las en-
zimas de rifion (cerdo y conejo) e higado (rata y conejo) de 5§ a
10 pM en presencia de Tris-HCl 50mM o trietanolamina 40 mM {Colom
bo y Marcus, 1974; Tashima y co0l.,1972; Francgois y col., 1963;
Nakashima y Tuboi, 1976).

Cuando la actividad se mide a mayores concentraciones de
Fru—l,ﬁ—Pz, se observa una activacidn de la enzima por el pota-

sio. Asi, a concentraciones de 0,15 mM Fru—l,é—Pz y 150 mM K*
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Figura 17. Efecto de la co ncentracién de potasio sobre 1la
saturacién de la fructosa-1,6-bisfosfatasa nativa. La acti-
vidad enzimdtica fue determinada espectrofotometricamente
como estd descrito en Materiales y Métodos en la ausencia
(®) y en presencia de concentraciones fijas de K*: 30 mM
(O); 75 mM (X ); 110 mM (A), y 150 mM (A ), a las concen-
traciones de sustrato que se indican. El recuadro muestra
la variacidén de la Km para Fru—l,G—P2 en funcién de la con-
centracién del ion potasio.
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se obtiene un aumentode:2,3 veces en la actividad de 1a enzima,res
pecto a aquella medida en las mismas condiciones pero en ausen-
cia de potasio (figura 17). Se puede observar, también, que a
medida que aumenta la concentracidn de K+, la concentracién de
sustrato 6ptima para la mdxima actividad de la enzima sufre un
desplazamiento desde 25 pM Fru—l,é—Pz, en ausencia de K+,a 150 pM
Fru—l,6-—P2 cuando la concentracién de potasio es de 150 mM. En
otras palabras, la concentracidén de sustrato requerida para in-
hibir la enzima aumenta a medida que se incrementa la concentra
cidén de potasio, aunque a concentraciones altas de Fru—l,G—P2
(sobre 10 mM), la velocidad de la reaccidn se hace independien-
te del catidn monovalente. Estos resultados han lievado a suge
rir (Slebe y col., 1979; 1950) que, ademis del efecto del pota-
sio sobre el sitio catalitico, el catién monovalente podria pro
ducir un cambio en la estructura de la enzima, lo que la haria
suceptible de ser activada por potasio. Asi, el aumento obser-
vado en la actividad enzimdtica medida a 0,15 mM Fru—l,é—Pz, y
producido al incrementar la concentracién de K (figura 17), se
ria el resultado de una pérdida de la inhibicidn por exceso de
sustrato causada por un cambio conformacional de la enzima pro-
movido por el catién monovalente.

En la Tabla 7 se muestra claramente el efecto del potasio
sobre la inhibicidén de la enzima por exceso de sustrato. A 500 pM
Fru—1,6—P2 ¥ en ausencia de potasio se observa un 50% de inhibji

cién de la actividad enzimitica, respecto de aquella medida a
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Efecto de la concentracidén de potasio sobre la inhibicidn

u.por exceso de sustrato de fructosa-1,6-bisfosfatasa nativa?®

Concentracidn Inhibicién
de K* por Fru—1,6—P2b
mM %
10 50
30 29
75 16
110 0
150 0

? La actividad enzimitica se midid espectrofotométricamen-

te como se describe en Materiales y Métodos,

en presencia

de las concentraciones de potasio que se indican.

b g1 porcentaje de inhibicién por exceso de sustrato es
expresado en funcidén de la actividad enzimitica medida
a 500 pM Fru—1,6—P2. El 100% de actividad enzimitica co-
rresponde a.aquelld medida con 25 uM Fru—l,éan.




110.

25 pM Fru~-l,6—-P2 (en ausencia de potasio). Sin embargo, a me -
dida que se aumenta la concentracidén de potasio se observa una
disminucién de la inhibicidn por exceso de sustrato, siendo és-
ta totalmente eliminada a 150 mM K+, concentracién a la cual la
activacién es mixima.

Dado que el potasio pareciera producir una reversién de la
inhibicién por exceso de sustrato, los resultados presentados
aqui sugieren que la activacidn por cationes monovalentes y 1la
inhibicién por exceso de sustrato estarian relacionadas. Uno de
los mecanismos por el cual el potasio activa a la Fru—Pzasa se-
ria alterando la afinidad de la enzima por el sustrato, en un
segundo sitio (sitio inhibitorioL De esta misma manera, el efec
to inhibitorio del potasio a bajas concentraciones de Fru—l,&d&
se podria explicar, también, por una alteracién de la afinidad
del sitio catalitico por el sustrato.

La alteracidn sobre el sitio inhibitorio producida por el
potasio se podria deber a una interaccién directa del ion con es
te sitio o a un mecanismo indirecto a través de la interaccidn
del catién con otra regidén de la proteina.

Una forma de estudiar estas alternativas seria a través de
la modificacidn quimica selectiva de la enzima, de manera tal
que se elimine s6lo la activacidn por K™. Luego, en la enzima
modificada estudiar la inhibicidn por exceso de sustrato. 8i
los grupos involucrados en ambas propiedades fueran los mismos,

se esperaria que la modificacién de la enzima produjera pérdida
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de la activacion por potasio simultineamente con la pérdida de
inhibicién por exceso de sustrato. Estos estudios serdn anali

zados posteriormente.
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MODIFICACION DE FRUCTOSA~-1,6-BISFOSFATASA CON

CIANATO DE SODIO

1. Caracteristicas cinéticas de Fru-Pzasa modificada por NaNCO.

Los estudios descritos utilizando KNCO, dirigidos inicial-
mente a la elucidacidn del mecanismo de activacién por cationes
monovalentes, mostraron que el cianato producia una alteracidn
importante en la inhibicidon de la enzima por AMP, La alta con-
centracién de KNCO requerida para eliminar la activacién por po
tasio podria haberse debido a la competencia entre la especie ac
tiva (ac. isocidnico) y el contra-ién {potasio) por los residuos
reactivos, y/o a un cambio conformacional provocado por el catidn
monovalente,

Con el propésito de estudiar la regidn de interaccidn de 1a
enzima con el inhibidor alostérico AMP, se realizaron experimen
tos de modificacién utilizando cianato de sodio. Los efectos de
la modificacidén sobre la actividad de FruuPzasa Y sobre su inhi
bicién por AMP, se muestran en la Figura 18§ y Tabla 8. Estos ex
perimentos introductorios fueron esenciales para corroborar los
resultados previamente obtenidos bajo condiciones experimenta -
les similares, pero esta vez usando NaNCO como agente modifica-

dor. Se ha demostrado que las fructeosa-1,6-bisfosfatasas de ri-

o . . +
fidn de cerdo e higado de conejo no son activadas por Na® en for
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tos de modificacién utilizando cianato de sodio. Los efectos de
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Figura 18. Alteracidén de las propiedades regulatorias
de fructosa-1,6-bisfosfatasa por carbamilacién con
NaNCO. La enzima (30 pM) fue incubada con NaNCO
100 mM, como se describe en Materiales y Métodos.
A los tiempos indicados, se detuvo la reaccién y se
midié la actividad enzimdtica en la presencia de
150 mM de potasio. La enzima control (simbolos abier-
tos) fue sometida al mismo tratamiento excepto que el
NaNCO fue cambiado por NaCl. Un valor relativo de 100
es asignado a la actividad especifica (12 U/mg) de la
enzima control medida en ausencia de potasio y AMP.
La linea discontinua es la actividad de la enzima mo-
dificada medida en estas (ltimas condiciones. Los sim-
bolos (M ,0 ) indican ensayos de actividad en presen-
cia de AMP 75 pM. La actividad se ensayd por la libe-
racién de Pi.

113.
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TABLA 8

Efecto de fructosa-1,6-bisfosfato y AMP sobre la

modificacién de fructosa-1,6-bisfosfatasa por cianato?

Condiciones de  Actividad ¢ Inhibicién . e
. . » Py Ki AMP®n
modificacidn especifica por Fru-1,6- s H
U/mg % M

Control 27,2 2,25 50 20,0 ‘2,17
Proteeccién con 12.1 1.10 _ 18.7 1.80
AMP 2 mM ? ? 4 ?
Proteccidén con

Fru-1,6-F, 25 aM 250 2,08 50 32,0 1,41
Sin_proteceidn 12,0 0,91 11 90,2 1,40

8La modificacién de la enzima se realizé con NaNCO 50 mM por
60 min, como estd descrito en Materiales y Métodos, en 1a pre-
sencia de los ligandos que se indican.

bra actividad de la enzima se mididé por la determinacién del
Pi formado.

‘R denota el indice de activacién y corresponde a la razén
de las actividades medidas en presencia y ausencia de
150 mM potasio en el medio de ensayo.

dpara la inhibicién por exceso de sustrato la actividad de

la enzima se midid espectrofotométricamente a una concen-
tracidén de Fru-1,6-P, igual a 500 uM en ausencia de pota-
sio. Se asigné un vafor de 100% a®la actividad medida con
25 pM sustrato.

®Los valores de Ki y nyg para AMP fueron calculados de acuner-
do a Taketa y Pogell ?1

965).
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ma significativa, y a concentraciones sobre 100 mM, el catién
produce un leve efecto inhibitorio (Hubert y col., 1970; Nakashima
y Tuboi, 1976). Por otro lado, se conoce que el K' no tiene e-
fecto sobre la inhibicién por AMP de las enzimas de rifién de cer

do e higados de conejo y pescado (Raja chilensis) (Hubert ¥y col.

1970; Nakashima y Tuboi, 1976) pero, a su vez, el mismo catidn
potasioc hace mids sensibles a las enzimas de misculo esquelético
de conejo (Hubert y col., 1970) e higado de pescado (Cyprinus
carpio) (Villanueva y Marcus, 1974) a la inhibiciédn por AMP.

Un caso extremo lo presenta la enzima de pescado (Genipterus chi-

lensis) 1la cual no es inhibida por AMP, a menos que haya pre -
sente un catién monovalente en el ensayo de actividad (Hubert ¥y
c¢ol., 1970). La extensidén de la inhibicién por AMP depende en
este caso del catidn usado, siendo el orden de efectividad K' >
Na®.

Estos antecedentes muestran que k* ¥y Na™® preducen en la en-

+ .,
induce un

zima algunos efectos diferentes. Ademas, si K
cambio conformacional en la proteina, lo mds probable es que Na'
no sea capaz de reproducir este efecto. Se considerd por ello
importante explorar si el NaNCO producia en la proteina un efec
to similar al causado por el KNCO.

En general, los resultados que se muesgran en la Figura 1%
y Tabla 8 corroboran los datos anteriores, demostrando que a me

nos que el sustrato Fru—l,6-—P2 esté presente durante la modifi

cacidén, hay una disminucién drdstica en la actividad especifica




116.

concomitante con una pérdida rdpida y total de la activacidn de
la enzima por K*, Sin embargo, hay algunas diferencias signifi
cativas en los resultados obtenidos con NaNCO, ya que la razdn
de las actividades medidas en presencia ¥ ausencia de potasio
disminuyé de un valor de 2,25 a un valor menor que 1,0 a medida
que transcurrié el tiempo de modificacién (figura 1§, curva su-
perior). Esta caida en la activacién por potasioc se obtuvo con
una concentracidén seis veces menor de agente modificante y, ade
mds, permitié seguir los cambios que sufre esta propiedad en el
tiempo. La actividad enzimdtica medida en ausencia de potasio
(linea punteada) sufrid un ligero aumento, indicando un efecto
inhibitorio del K' en la enzima carbamilada por §0-min, lo que seri
analizado con mds detalle en la seccidn Efecto del cianato de sodio

sobre la activacidn de Fru-P_asa por po-tasic. Por otro lado al emplear

2
Fru~l,6—P2 como agente protector no se altera en forma signifi-
cativa la inhibicién por AMP, peroc la cooperatividad para AMP

se pierde en un alto porcentaje (70%). El sustrato en este ca
so simula el efecto protector de AMP (cf. figurasi3 e, 15 y ta
blas 5,6), pero con 1la ventaja de proteger contra la pérdida de
activacién por cationes monovalentes. Asi, se puede modificar

la cooperatividad entre los sitios de AMP, sin alterar ninguna
otra propiedad de la enzima. Cabe hacer nojar que en la modifi
cacidn con.KNCO se requeria recuperar la activacidn por catio -

nes monovalentes mediante didlisis o filtracidn en columnas.

Al usar una concentracién mayor (150 mM) de cianato de so-
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dio, con el objeto de acentuar el efecto causado y disminuir el
tiempo de modificacién, se perdié totalmente 1la interaccidn coo
perativa entre los sitios de unién de AMP, como lo indica el va
lor del coeficiente de Hill que disminuyé de 2,17 a 1,05. En
estas condiciones (ausencia de proteccién), la constante de in-
hibicidén aumenté de 20 pM a 200 pM.  La estructura cuaternaria
de la enzima se mantiene inalterada puesto que el volumen de e-
lucién de la enzima carbamilada, en una columna de Sephadex
G-200, coincide con el volumen de elucién de la enzima nativa.
Esto indicaria que la pérdida de 1a cooperatividad no se debe a
la disociacidén de la proteina en sus subunidades. Ademds, la ra
z6n de las actividades medidas a PH 7,5y 9,5 se mantiene igual
a la enzima nativa.

Estos resultados reafirman la insinuacidn dada con anterio
ridad, de que estas propiedades funcionales residen en diferen-
tes residucs dentro de la topografia de la proteina. Por lo tan
to, el interés subsiguiente fue caracterizar cinéticamente la -
pérdida de la cooperatividad y de la inhibicidn por AMP, para ob

tener pruebas que apoyaran la hipdétesis anterior.

2. Modificacidén de la cooperatividad para AMP de fructosa-1,6-

bisfosfatasa por carbamilacién.

La modificacidén del coeficiente de Hill para AMP sigue una

cinética de pseudo-primer orden (Slebe y col., 1980 a). BEsta ve
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locidad de modificacidén es independiente de 1a presencia o au -
sencia de Fru—1,6-P2, cuando éste se empled como agente protec-
tor, ya que las constantes de velocidad observadas en ausencia

o presencia del ligando tienen un mismo valor, igual a 2,3 X

10" %min~t (figura 19). Esto indica que la velocidad de pérdi

dida de la cooperatividad es independiente de la pérdida de la

activacién por potasio. Si estos pardmetros estuviesen relacio
nados, los valores de las constantes observadas deberian ser di
ferentes, ya que el sustrato protege a la enzima de la pérdida

de la activacidn por cationes monovalentes (tabla 8).

Esta independencia, entre el efecto de activacidn de la en
zima por potasio y la cooperatividad para AMP, se encuentra apo
yada también por el hecho que tanto la Fru-P2 asa que posee so-
lo su cooperatividad alterada, como la enzima nativa, responden
de igual forma al efecto activador del potasio (figura 20, cf.
figura 17). La modulacién de la actividad catalitica de la en-
zima nativa por potasio depende de la concentracidn del sustra-
to Fru—l,6—P2. A bajas concentraciones del sustrato el potasio
produce una inhibicién de la actividad enzimitica, pero a con -
centraciones inhibitorias de sustrato produce una activacidn de
la actividad catalitica (figuras 17, 20).

Cuando la reaccién de modificacidn se realizé en presencia
de AMP 1 mM, se obtuvo una proteccién parcial de la interaccidn
cooperativa entre las subunidades de la enzima, con una constan
te de velocidad observada igual a 6,3 x 1073 min 1 (figura 19).

La velocidad de pérdida de la cooperatividad depende de la
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Figura 20, Efecto de 1la concentracién de potasio sobre 1la
saturacidén por fructosa-1,6-bisfosfato de fructosa-1,6-bisfos-
fatasa nativa y carbamilada. La enzima fue modificada en las
condiciones descritas en la leyenda de la Tabla 8§ en presencia
de Fru-1,6-P, 25 mM. La actividad enzimitica fue determinada
espectrofotofétricamente como estd descrito en Materiales y Méto-
dos en la ausencia () o presencia de concentraciones fijas de potasio:
75 mM (O ); 150 mM (A ), a las concentraciones variables de
sustrato que se indican. Los simbolos llenos corresponden a
la enzima carbamilada y los vacios a la nativa.
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concentracién de cianato (figura 21 a). Las graficas logarit -
micas de la cooperatividad remanente en funcidén del tiempo de
modificacion son lineas rectas, indicando que las velocidades
de modificacidén son de primer orden aparente (figura 21 b).

Las constantes de velocidad de pseudo-primer orden observa
das (kebs ) siguen una relacidén lineal con la concentracién de
cianato, caracteristica de todas las reacciones de segundo or
den ffigura 22 a). La Figura 22 b muestra que el orden ciné-
tico de la reaccidén con respecto al cianato es cercano a 1, cal

culado segin lo descrito por Hollenberg y col. (1971).

3. Pérdida de la inhibicidén por AMP de fructosa-1,6-bisfos-

fatasa mediante tratamiento con cianato.

La disminucién de la afinidad de la enzima por AMP se esti
mé determinando el incremento en Ki. El grado de incremento
(Kit— Kio) dependioé de la presencia de ligandos protectores
(figura 23 a). En ausencia de ellos, el incremento de Ki con
el tiempo de modificacidén siguié una relacién hiperbélica, alcan
zando un valor cuatro veces superior (Ki = 80 pM) luego de 60 mi
nutos de modificacién. La pérdida de afinidad de la enzima por
AMP es reducida considerablemente cuando la reaccién de modifica
cién se realiza en presencia de Fru—l,G—P2 25 mM. En presencia
de AMP 1 mM no se observé variacién en el valor de Ki (figura

23 a).
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Figura 22. Caracteristicas cinéticas de la reaccidén de
modificacién de la cooperatividad para AMP de fructosa-
1,6-bisfosfatasa. a, efecto de la concentracién de cia-
nato sobre la constante de velocidad de primer orden
aparente para la modificacidén de la cooperatividad para
AMP de fructosa-1,6-bisfosfatasa. Los valores de las
constantes fueron obtenidos de la figura 21. b, orden
cinético de la reaccién de modificacidén de la coopera-
tividad para AMP. Los valores fueron obtenidos de los
datos presentados en a.
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Figura 23. Efecto de ligandos de 1a enzima sobre la ve-
locidad de modificacidén de la constante de inhibicidn
para AMP de fructosa-1,6-bisfosfatasa. La enzima fue
incubada con NaNCO 50 mM en Tris-HC1I 20 mM, pH 7,5,
EDTA 0,1 mM a 37° en la presencia de Fru-1,6-P,, AMP
o sin proteccidén, a las concentraciones indica%as en
la figura. A diferentes tiempos de iniciada la modifi-
cacidén se retiraron alicuotas (10 nl), se detuvo la
reaccidén por dilucidén (1/100) y se ensaybé la actividad
en presencia de K* 150 mM y de concentraciones varia-
bles de AMP (curva de inhibicién por AMP). La activi-
dad enzimidtica se determiné a través de la medicién
del fosfato inorganico formado. Los valores graficados
corresponden a aguellos calculados de acuerdo a Taketa
¥y Pogell (1965), para cada una de estas curvas.
Kjt ~Kjo representa de disminucién de la afinidad de
la enzima por AMP y se estimdé determinando el incre-
mento en el valor de Ki. b, los datos graficados fue-
ron obtenidos de aquellos presentados en a. Se graficd
en forma semilogaritmica la variacidén porcentual de
la constante de inhibicién en funcidén del tiempo de
modificacién. Se asigndé un 100% de variacién a la di-
ferencia entre K3y ¥y Kjo. La constante de velocidad
de primer orden para la modificacién de los grupos
amino que reaccionan lentamente en ausencia de ligando
protector (fase lenta), se calculbé de la parte lineal
de la curva experimental. Para calcular el curso de
la modificacién de los grupos que reaccionan rapida-
mente en estas condiciones (fase réipida), se sustra-
jeron los valores de la linea extrapolada (--) de los
valores correspondientes en la primera parte de 1la
curva experimental. La pendiente de la recta asi obte-
nida (linea inferior), corresponde a la constante de
velocidad de primer orden para la fase ripida (Ray y
Koshland, 1961; 1962). Otros detalles en Materiales ¥y
Métodos.
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La velocidad de modificacion de la constante ‘de inhibicién
(Ki) para AMP sigue una cinética bifdsica con una constante de
primer orden aparente para la fase ripida igual a 1,3 x,lddhdnnl
y para la fase lenta igual a 1,5 x quzminnl, cuando la reaccién
se realiza sin proteccién (figura 23 b). Cuando la reaccidén de
modificacidén se realiza en la presencia de Fru—-l,6-—P2 o AMP, se
obtiene un §5% y un 98% de proteccién, respectivamente. En este
caso, la velocidad de modificacidn de la afinidad de la enzima
por AMP sigue aparentemente una cinética monofisica.

La conducta bifisica de la velocidad de alteracidn de 1la
constante de inhibicidn para AMP fue investigada teniendo como
hipétesis de trabajo que el cambio en la velocidad de modifica-
cidén de Ki era consecuencia de la influencia ejercida por la mo
dificacién simultinea de la cooperatividad, o de la activacién
por potasio.

Para realizar este estudio, se modificé la proteina hacién
dola perder la interaccidn cooperativa entre sus subunidades,
sin alterar la activacidén por potasio ni la inhibicién por AMP
(i.e. en presencia de Fru-l,ﬁ—P2 25 mM). La enzima modificada
tenia una razén de actividades (actividad medida en la presen -

cia y ausencia de potasio) igual a 2,2; n, = 1,2 y Ki = 20 pM.

H
Posteriormente se siguid la cinética de cambio de Ki carbamilan
do la Fru—Pzasa previamente modificada.

Los resultados obtenidos (figura 24 a,b) indican que la con

ducta bifasica de la velocidad de modificacidén de Ki era conse-
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Figura 24. Cinética de Modificacién de la constante de
inhibicidén para AMP de fructosa-1,6-bisfosfatasa con su
cooperatividad alterada. a, La enzima (20 pM) fue tra-
tada con NaNCO 50 mM por 60 min en presencia de Fru-
1,6-P3 25 mM con el objetivo de eliminar 1la cooperati-
vidad de la enzima hacia AMP. Se detuvo la reaccién por
filtracién en una columna de Sephadex G-50, como esti
descrito en Materiales y Métodos. Posteriormente, se proce-
dié a remodificar la proteina sin proteccidén, a las
concentraciones de cianato que se indican. La reaccién
de modificacidén se realizd segiin lo descrito en
Materiales y Métodos. A los tiempos indicados la reaccién se detu-—
vo por dilucidén y se determiné el valor de Ki como se
describe en la leyenda de la figura 23a. b, los valores
graficados fueron obtenidos de aquellos presentados en
a. Se graficd en forma semilogaritmica la variacién del
valor de Ki en funcién del tiempo, en forma similar a
la descrita en la figura 23b.
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Figura 25. Caracteristicas cinéticas de la reaccidén de
modificacidon del Ki para AMP de fructosa-1,6-bisfosfa-
tasa con su cooperatividad alterada. a, efecto de 1a
concentracién de cianato sobre la constante de veloci-
dad de primer orden aparente para la modificacién del
Ki para AMP. Los valores fueron obtenidos de 1a figura
24b. b, orden cinédtico de la reaccién de modificaciédn
de la constante de inhibicién. Los valores fueron
obtenidos de los datos presentados en a.
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cuencia de la influencia gjercida por la modificacién simulti -
nea de la cooperatividad. Como la modificacidn de Ki en la en-
zima que no presenta cooperatividad sigue una cinética de pri -
mer orden aparente (figura 24 b), es posible calcular 1a cons -
tante de segundo orden y el orden cinético de la reaccidn con
respecto al cianato. La constante de segundo orden encontrada

1

fue de 4 x 10 4min~ w7t (figura 25 a), y el orden cinético de

la reaccidn fue de 0,92 (figura 25 b).

4. Efecto de 1la carbamilacién sobre el dominio de unién del

nucledétido en la enzima.

El grado de inhibicién de la enzima nativa por AMP es alta
mente dependiente de la temperatura (Taketa y Pogell, 1965). Fue
por lo tanto, importante saber si esta propiedad estaba tambhién
presente en la FruuPzasa modificada con cianato. Esta dependen
cia de la temperatura podria estar alterada si la enzima ha si
do modificada en su cooperatividad y en su afinidad por AMP., Por
el contrario, la enzima que solamente ha perdido la interaccién
cooperativa entre sus subunidades deberia responder en forma si
milar a la proteina nativa, indicando que la modificacién no pro
duce cambios significativos en las propiedades cataliticas de la
enzima, especialmente en el sitio de unién de AMP.

La Figura 26 muestra el efecto de 1la temperatura sobre 1la

inhibicidén por AMP de la enzima nativa Yy de la enzima modificada
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Fignra 26. Efecto de AMP sobre la actividad de
fructosa-1,6-bisfosfatasa nativa y modificada en fun-
cién de la temperatura. La enzima se modificé con
cianato de sodio 150 mM por 20 min sin protecciédn,
como esta descrito enMaterlales y Métodos. Se detuvo la
reaccidén por dilucién (1/100) y se midié la inhibi-
cién por AMP a las temperaturas indicadas. La activi-
dad enzimatica se midié en presencia de K 150 mM a
través de la determinacién del fosfato inorgénico
formado. ( ® ) enzima nativa, (o ) enzima modificada
sin proteccién.
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TABLA 9

Parametros de la inhibicién por AMP de fructosa-1,6-bisfosfatasa

nativa y modificada en funcién de la temperaturas

Condiciones de T eratura Kb Ki n
modificacién emp 1 relativot H
oC M
Enzima nativa 15 6,7 1,0 2,00
30 22,4 3,3 2,17
37 58,2 8,7 2,04
Enzima modific?da 15 60,2 1,0 1,07
sin protecciodn 30 158,0 2.6 1,10
37 190,0 3,2 1,04
Enzima modificada 15 10,2 1,0 1,02
.« e
con proteccidn 30 35,0 3,4 1,20
37 75,8 7,4 1,15

2 Los valores de Ki y n

proteccidn (30 ¥y 3?‘),

figura 26.

Los valores de Ki y n
Pogell (1965).

pa

H

ra las enzimas nativa y modificada sin
fueron obtenidos de 1los datos de 1la

fueron calculados de acuerdo a Taketa ¥y

©Un valor relativo de 1,0 se asigndé a los valores de Ki medidos

a 15°,

d Enzima modificada en las condiciones descritas en la figura 26.

¢® Enzima modificada con NaNCO 150 mM en presencia de Fru-1,6-P

25 mM por 20 min, como se describe en Materiales y M&todos. Se detu’
vo la reaccién por dilucién (1/100) y se midié la inhibicidn por
AMP como esti descrito en la leyenda de la figura 26.
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tante en su cooperatividad como en su sensibilidad a AMP. La
Fru—Pzasa modificada completamente responde en forma diferente

a la enzima nativa. Por otro lado, la enzima modificada sélo en
la cooperatividad muestra una dependencia de la temperatura simi
lar a la enzima nativa (tabla 9). Los valores de Ki y Iy obteni
dos de los datos de la Figura 26 estdn resumidos en la Tabla 9,
la cual también incluye datos de la enzima modificada con: protecd én
y ung medida de 1a dependencia del Ki con la temperatura (Ki rela
tivo).

Por otro lado, se ha descrito que las Fru—Pzasas de higado
de pollo (Cruz y col., 1979) y de conejo (Kido y col., 1980; Xu
y col., 1981) se unen a sefarosa azul y pueden ser eluidas es-
pecificamente con AMP, pero no por su sustrato Fru—1,6—P2. Cruz
¥ col. (1979) concluyeron que la sefarosa azul unia Fru—Pzasa es
pecificamente en el sitio de unién de AMP y que las caracteristi
cas estructurales de este sitio alostérico se parecian a las del
pliegue para los dinucleétidos en otrasenzimas (Stellwagen ¥y col.,
1975; Thompson y col., 1975). Asi, 1la Fru—Pzasa de miscule de
abejorro que no es inhibida por AMP, no se une a sefarosa azul
(Leyton y col., 1980). Mis atin, la modificacidn del sitio de
unién de AMP con piridoxal-P, ha sido confirmada por su disminu
cidén en la sensibilidad al AMP Y, también,por la inhabilidad de
la enzima modificada a unirse a sefarosa azul (Cruz y col,, 1979;
Xu y col., 1981),

Se considerd por ello conveniente utilizar este criterio
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para determinar el grado de alteracién del sitio de unidén del
nucledétido, y la selectividad de la carbamilacién de los.resi -
duos lisina invelucrados en esta propiedad alostérica de 1a en—
zima. Si los residuos lisina de la Fru—Pzasa, relacionados con
la interaccidn cooperativa entre los sitios de unién de AMP, son
responsables de su unién a la sefarosa azul, la modificaciédn es
pecifica de ellos deberia alterar su comportamiento hacia la co
lumna de afinidad.

El derivado Fru—Pzasa—cianato que solamente ha perdido 1la
interaccioén cooperativa entre sus sitios de unidén de AMP(nH=ﬂﬂ2;
Ki= 25 pM; R = 2,1) fue completamente retenido en una columna
de afinidad de sefarosa azul, en forma similar a la enzima nati
va, y pudo ser recuperado (956%) por elucién con el amortiguador
conteniendo AMP 0,2 mM (figura 27 A). El derivado eluido mantu-
vo sus caracteristicas originales (nH= 1,2; Ki= 24 uM; R= 2,1).
Por el contrario,cuando la enzima modificada tanto en su coope-
ratividad como en su sensibilidad a AMP (nH= 1,2; Ki= 104 pM;
R = 1,1) fue aplicada a 1a misma columna de afinidad, parte im-
portante de la actividad de la preparacidén modificada emergid
con el efluente (figura 27 B). La enzima no absorbida, la cual
presumiblemente no contenia subunidades no modificadas, fue atin
sensible a AMP, pero se requirieron concentraciones mayores pa-
ra obtener una inhibicidén comparable (figura 28). La actividad
retenida por la columna, aproximadamente 60% del total, fue elui

da con AMP 0,2 mM (figura 27 B) y, posiblemente, representa te-
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Figura 27. Cromatografia en sefarosa-azul del derivado
Fru-P,asa-cianato que no presenta cooperatividad entre
los si1tios de unidén de AMP y de la Fru-P,asa modifica-
da en el sitio alostérico para el nucledétido. a, La
enzima (44 pM) fue incubada con NaNCO 100 mM en amor-
tiguador Tris-HC1 20 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM a 37° por
60 min, en presencia de Fru—l,ﬁ—P2 25 mM. Se detuvo
la reaccidn por filtracidén en una Columna de Sephadex
G-25 (10 x 0,8 cm) equilibrada con el mismo amortigua-
dor. - Una solucién (2,3 ml) de la enzima modificada
(2 mg; ny=1,2, Ki=25 nM, R=2,1) se aplicé a una colum-
na de sefarosa-azul {3,0 x 0,9 em) equilibrada con
el amortiguador antes mencionado. Se colectaron frac-
ciones de 0,55 ml con un flujo de 20 ml/hora. La co-
lumna se lavd y en la fraccién indicada por la flecha
se conectd la elucién de la enzima retenida por 1la
resina con AMP 0,2 mM en el mismo amortiguador. La
actividad.enzimatica se mididé por el ensayo de forma-
cién de Pi, en presencia de K 150 mM. b, La enzima
(40 npM) fue modificada con NaNCO 150 mM en forma
similar a la descrita en a, excepto por la presencia
de Fru-1,6-P, 0,2 mM y fue filtrada en la columna de
Sephadex G-25. Una muestra (2 ml) de la enzima carba-
milada (3,2 mg; n,=1,2, Ki=104 pM, R=1,1) fue croma-
tografiada como se describidé mas arriba.
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Figura 28. Grificos de Hill para la inhibicién por AMP de
las diferentes fracciones de fructosa-—1,6-bisfosfatasa
modificada y separadas por cromatografia en sefarosa-azul.
La modificacién de la enzima (40 pM) fue llevada a cabo
con NaNCO 150 mM por 60 min como se describe en la leyenda
de la figura 27b. lLa inhibicién por diferentes concentra-
ciones de AMP se determiné con el ensayo fotocolorimétri-
co, en presencia de potasio. La fraccidén de enzima que se
retuvo y fue eluida con AMP 0,2 mM se filtrd a través de
Sephadex G-25, como se describe en la figura 27a, para
eliminar el AMP agregado durante la elucién. Los simbolos
representan: ( B ) enzima modificada antes de la cromato-
grafia; (A ) enzima no retenida por 1la sefarosa-azul vy,
(® ) enzima retenida por la resina y eluida con AMP 0,2
mM. Los pardmetros cinéticos para la inhibicidn, obtenidos
con cada fraccidn, aparecen en la figura.




138.

trameros conteniendo subunidades modificadas y nativas (figu -

ra 2§).

5. Incorporacidén de [14C]cianato a fructosa-1,6-bisfosfatasa.

Conociendo la radiactividad especifica y la cantidad de pro
teina por ensayo, se hizo una estimacién del nifimero de moles de
[14C] KNCO unidos por mol de enzima en 60 min de modificacidn
(tabla 6). De estos datos se sugiridé que un residuo lisina es-
taria relacionado a la cooperatividad entre los sitios de AMP v
otro, a la inhibicidn de la enzima por el nucleétido.

En los experimentos que se analizardn ahora, la reaccidn de
modificacién de la enzima se realizé con [14C] NaNCO como se des
cribié en Materiales y Métodos (pag. 43) y se determinaron, las
pérdidas de cooperatividad entre sitios de AMP, de inhibicidn de
Fru—Pzasa por AMP y la activacién de la enzima por potasio.

En la Figura 29 se muestra la cinética de incorporacién de
[14C] cianato en Fru-P,asa, en presencia y ausencia de Fnr&,6—P2.
Como se observa, existe una rdpida incorporacidén en los primeros
10 minutos de reaccién, y posteriormente la velocidad de incorpo-
racidn disminuye. FEsta primera fase de incorporacidn correspon-
de a la modificacidn de los grupos involucrados en la activacidn
por potasio. La fase mds lenta corresponde a la reaccidn de gru

pos relacionados con la inhibicién alostérica de Fru—Pzasa por
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moles NaN 14C0 / mol monomero

0 i 1 1
30 60 S0

TIEMPO {min)

Figura 29. Incorporacién de [14 ¢) cianato en fructqsa-1,6-
bisfosfatasa. La enzima (10 pM) fue modificada-con [**C]cia-
nato de sodio 75 mM, en presencia (O ) y en ausencia (@)
de Fru-1,6-P, 25 mM. A los tiempos indicados se midié la
radiactividac% incorporada en la proteina. Detalles en
Materiales y Mé&todos. )
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AMP (Herrera y col., 1981).

6. Determinacién del nimero de residuos esenciales para la
inhibicidon alostérica de Fru—Pzasa por AMP.

Con el propdsito de correlacionar la pérdida de actividad
con el niimero de residuos modificados en una determinada enzima,
se han desarrollado métodos cinéticos y estequiométricos que otor
gan informacidén acerca del namero y tipo de aminodcidos involu -
crados en la reaccién de modificacién, y que son esenciales para
la mantenci6n de la actividad de la enzima (Ray y Koshland, 1961;
Tsou, 1962; Stevens y Colman, 1980; Horiike y col., 19§4).

Con el objeto de establecer el nimero de residuos esencia -
les para la interaccién cooperativa entre las subunidades y 1la
inhibicidn de 1la Fru-P,asa por AMP, se estudié la pérdida de coo
peratividad y de inhibicién por el nucleétido en funcién del nii-
mero de residuos modificados, empleando el método de Tsou Chen-Lu
(Tsou, 1962; Peterson y Knowles, 1972; Hinrichs y Eyzaguirre,
1952). En este método se grafica la actividad remanente (%"a")
elevada a un exponente (al/i), en funcidén del nimero de residuos
modificados; i representa el nimero de residuos esenciales. De
acuerdo al método de Tsou Chen-Lu (1962), cuando el valor "i"
coincide con el valor verdadero de residuos esenciales, se obtie

. 1/1 . .
ne una linea recta al graficar a / versus el numero de residuos

modificados. En nuestro caso, "a" corresponderia a la fraccidn
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remanente de la propiedad de la enzima en estudio, por ejemplo,
cooperatividad.

Los resultados mostrados en la Figura 29 fueron graficados
para la pérdida de cooperatividad de acuerdo a Tsou (1962), como
se muestra en la Figura 30. Se usaron en los grificos valores
de i=1, i=2, i=3, di=4 e i=5. La mejor linea recta para ca
da grafico fue calculada por regresién lineal, y los coeficien-
tes de correlacidn obtenidos fueron los siguientes: a) en el ca
80 en que la incorporacidén se realizé en ausencia de Fn&Jﬂé—Pz
(figura 30 a), para i=1, 0,985; para i=2, 0,99&; para i=3,
0,995 y para i=4, 0,992; b) en el caso en que la incorpora -
cidén se realizé en presencia de Fr'u--l,ﬁ—P2 (figura 30 b), para
i=1l, 0,965; para i=2, 0,992; para i=3, 0,995; para i=4,
0,997; para i=5, 0,995. Esto sugiere que la mejor linea recta
es: en ausencia del sustrato, para i=2 y en presencia de Fru-
1,6—P2, para i=4. Una prueba superior para determinar la mejor
linea es fijar los puntos a expresiones polinomiales (Paterson
¥y Knowles, 1972). Las Tablasi10 y 11 muestran el ajuste de los
datos de las Figuras 30ay 30 b, respectivamente, a expresiones
lineales, binomiales y trinomiales. Se puede observar en estas
tablas que el mejor ajuste para una linea recta es nuevamente
para i=2 e _i=4, las cuales tienen el menor valor para la suma
de los cuadrados de los residuos. En la Tabla 10 se evidencia
que para i=1l, i=3 e i=4 hay un mejoramiento de nueve, dos

y tres veces, respectivamente, en el ajuste de la mejor expre-
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N2 Residuos modificados

Figura 30. Grafico de Tsou para la pérdida de coopera tividad
hacia AMP de fructosa-1,6-bisfosfatasa modificada en presencia
y ausencia de Fru-1,6-P,. El1 simbolo i representa el nilimero
de residuos esenciales para la interaccidn cooperativa entre
los sitios de unidén de AMP a la enzima y los nlmeros corres-
ponden a los valores de i utilizados. Los puntos corresponden
a los valores experimentales obtenidos y las lineas sélidas
a las curvas tedricas. Estas curvas son la representacién gri-
fica de las ecuaciones binomiales para i=1, i=2, i=3, i=4 e
i=5, respectivamente. El1 nimero de residuos modificados co-
rresponde al nimero de residuos por mol de enzima. a, carbami-
lacién en ausencia de Fru-l,é-Pz. b, carbamilacidén en presen-
cia de Fru—1,6--P2 25 mM.
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TABLA 10

Analisis estadistico de los datos obtenidos a partir

de los graficos de Tseu en auseancia de Fru-1,6-—P2a

Suma de los cuadrados de los residuos

Expresiones
i=1 i= 2 i= 3 i=4
linear 0,00359 0,00031 0,00046 0,00051
binomial 0,00041 0,00034 0,00021 0,00015
trinomial 0,00026 0,00029 0,00022 0,00017
Paridmetros para la mejor ecuacién binomial
i=1 i= 2 i=23 i= {4
P 1,01999 1,01210 1,00593 1,00328
q -0,27497 ~0,13744 -0,08512 -0,05998
r 0,01788  -0,00076 -0,00514 -0,00612

Los datos obtenidos de los grificos de Tsou para i=1, i=2, i=3
e i=4 (Figura 30a) se sometieron a un anilisis de regresién
polinomial, como se describe enMateriales y Métodos, Anédlisis
de.Reésultados. Los parimetros p, q y r r7presentan los coeficien-
tes, de. la mejor ecuacidén bimomial al/1 = p + gm:+ rm“ que se
ajusta a los datos para i=1, 2, 3 v 4.
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TABLA 11

Anilisis estadistico de los datos obtenidos a partir de

los graficos de Tsou en presencia de Fru-~1,6-P2a

Suma de los cuadrados de los residuos

Expresiones
i=1 i= 2 i=3 i=4
linear 0,00838 0,00114 0,00042 0,00029
binomial 0,00102 0,00070 0,00046 0,00032
trinomial 0,00115 0,00078 0,00051 0,00035
Parametros para la mejor ecuacién binomial
i=1 i=2 i=3 i =4
P 0,99359 1,00510 1,00379 1,00284
q -0,53712 -0,30295 -0,20238 -0,15025
r 0,07655 0,02028 0,00333 -0,00267

2 Los datos

obtenidos de los graficos de Tsou para i=1, i=2,

i=3 e i=4 (Figura 30b) se sometieron a un andlisis de regre-

polinomial como el descrito em la Tabla 10.
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sién binomial sobre la expresién lineal, mientras no hay mejora
miento cuando i=2. En todos los casos, se observa poco mejora
miento cuando se ajusta a la expresidn trinomial, obviando 1la
necesidad de incluir polinomios mayores. Un andlisis de los pa
rimetros para la mejor ecuacién binomial muestra que "r" es el
menor (menos significativo) para i=2, apoyando también la ase-
veracién que el mejor ajuste lineal es para i=2. A su vez un
andlisis similar de la Tabla 11 muestra que el menor mejoramien
to en el ajuste a la expresidén binomial y el menor valor de "
se obtienen cuando i=4. Los resultados sugieren que la enzima
posee un total de 7 a § residuos por tetrdmero los cuales pueden
reaccionar con cianato, en ausencia de Fru—l,é-Pz, siendo dos de
ellos esenciales para la interaccidén cooperativa entre los si -
tios de unidén de AMP. En cambio en presencia del sustrato reac
cionan entre 6 y 7 residuos/mol de enzima, siendo cuatro de
ellos esenciales para la cooperatividad.

Con el objeto de establecer el niimero de residuos esenciales
para la inhibicidn de la enzima por AMP, los datos se graficaron
de acuerdo a Tsou Chen-Lu como se muestra en la Figura 31. Es
evidente de la forma del gréifico que hay una modificacién ri
pida de la proteina la cual no conduce a un cambio significati-
vo de la inhibicién por AMP. EI1 nimero de moles de cianato/mol
de proteina incorporados previo a una disminucién apreciable de
la afinidad de la enzima por AMP (< 5%) es cercano a dos. Esto

implica que hay un ntmero (presumiblemente entero) de grupos que
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Fraccidn inhibicidn
por AMP remanente
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Figura 31. Grifico de Tsou de la alteracién de la afinidad
de la enzima hacia AMP causada por modificacién con ciana-
to. Los datos de la figura corresponden a las determina-
ciones de incorporacién de cianato de la enzima modificada
en ausencia de Fru-1,6-P,, presentados en la figura 29.
El simbolo i representa ‘el nfimero de residuos esenciales
para la inhibicidén de la enzima por AMP ¥y los niimeros co-
rresponden a los valores de i empleados en el cilculo. Los
puntos corresponden a los valores experimentales obtenidos
¥y las lineas sélidas representan las mejores ecuaciones
binomiales. El nimero de residuos modificados corresponde
al nimero de residuos por mol de mondmero.
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reaccionan rdpidamente los cuales no son esenciales, y que una

modificacién subsiguiente, de una segunda familia de grupos que
reaccionan mis lentamente, conduce a una pérdida de afinidad de
la enzima por AMP. Un andlisis estadistico de los datos, simi-
lar al realizado para la pérdida de cooperatividad, mostré que
el mejor ajuste linear era para i=4. Esto sugiere que la en
zima posee alrededor de 6 residuos por tetridmero que pueden re-
accionar con cianato en estas condiciones, y cuatro de ellos

son esenciales para la inhibicién de Fru—Pznasa por AMP. Resul
tados similares se obtuvieron al utilizar los datos de incorpo-
racion obtenidos al remodificar con [14C ] cianato un derivado
Fru~P2asa—cianato el cual presentaba similares caracteristicas
a la enzima nativa, con la excepcidén que no mostraba interac -
cién entre los sitios de unién del nucleédtido (nH=l,l) (Slebe ¥y
col., 1983 a). En relacién a los residuos que reaccionan ripi-
damente, éstos corresponden a la primera fase de la incorpora -
cién (primeros 10 minutos) y estdn relacionados a la pérdida de
activacién por K' (Herrera y col., 1951}). Como se veri en la

seccidn Efecto del cianato de sodio sobre la activacién de la Fru—Pzasa

por potasio, a los 10 min de reaccidén con cianato de sodio

( Z 50 mM) queda una activacién por K' remanente inferior a 10%.
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LOCALIZACION PRELIMINAR DE RESIDUOS LISINA DEL

SITIO ALOSTERICO PARA AMP

1. Anilisis de péptidos producidos por digestidn de 1los

derivados [14C]cianato—enzima con subtilisina.

Hemos demostrado que la carbamilacidn de la Fru~P2asa en
presencia de Fruul,()—P2 conduce a la obtencidn de una enzima
sensible al inhibidor AMP, pero la cual no muestra interaccidn
entre los sitios del nucleétido y, ademds, que la remodifica-
cibén de este derivado Fru~P2asa—cianato produce una disminucién
en la sensibilidad al AMP. Se usé este procedimiento para mar
car la proteina y el derivado Fru—Pzasa—cianato con {14C]cianato.

Para localizar los residuos lisina de 1la regién de la Fru-
Pzasa involucrada en la interaccidén cooperativa entre los sitios
de AMP y del sitio de unién del nucledtido, los derivados [14C}
cianato—egzima obtenidos en las modificaciones selectivas fueron
tratados con subtilisina, y los fragmentos de la hidrélisis se
analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS. Tres preparaciones de Fru-Pzasa fueron exami-
nadas, una modificada con | 14C]cianato en presencia de Fru—l,@4}

(marca en residuo relacionado a cooperatividad), 1la segunda ob-

tenida por remodificacién con [14C ) cianato de un derivado
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Fru—Pzasawcianato (marca en residuo relacionado a la afinidad
por AMP), y la tercera modificada en presencia de Fru-l,é-—P2 y
AMP (marca inespecifica). En esta dltima condicidn se incorpo
ran alrededor de 2,5 moles de cianato por mol de enzima sin que
se alteren los parametros cinéticos que se miden (nH)rR =z 2,1;
Ki ¥ 25pM). En la enzima modificada en presencia de Fnkl,é—Pz
(derivado I), se encontrdé que alrededor del 60% de la radiacti
vidad estaba asociada a la proteina-S y el 40% al péptido-S (£i
gura 32). En la enzima remodificada (derivado II), la marca en
el péptido~S disminuyd a nivel basal (14%), mientras que en la
proteina-S se encontré la mayor parte de la radiactividad (63%);
similarmente, en presencia de Fru—1,6—P2 vy AMP se encontrd ra-
diactividad asociada s6lo a la proteina-S (97%4). De estos re -
sultados se podria inferir que el péptido-S contiene un residuo
lisina asociado con la interaccién cooperativa entre los sitios
de unidén del AMP, mientras que la proteina-S contiene un resi -

duc lisina asociado con el sitio de unidén del nucledtido.

2. Aislamiento de los péptidos que contienen la marca del
sitio alostérico y de la regidén relacionada a la coopera-

Con el propdsito de aislar péptidos de menor tamafio que in
cluyeran el sitio de unidén de AMP y el residuo involucrado en la
interaccidn cooperativa entre estos sitios, los derivados [14CI-

cianato-enzima carboximetilados fueron digeridos con tripsina
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Figura }3. Efecto del tratamiento de los diferentes deri-
ngos [ Clcianato-enzima con subtilisina. Los derivados
[""Clecianato-enzima (DI, DII) preparados como se descri-
be en la leyenda de las figuras 33 y 37, fueron incuba-
dos con subtilisina (250 : 1) en acetato de amonio

0,1 M pH 6,5, EDTA 0,1 mM, por 3 h a 24°. La digestién
se detuvo por adicién de HCOOH 45% y las scluciones se
liofilizaron. El derivade III (marca inespecifica) fue
preparado y procesado en forma similar al derivado I, ex-
cepto que la mezcla de modificacidén contenia Fru-1,6-P
y ademds AMP 2 mM. Lado derecho, alicuotas de los deriva-
dos radiactivos fueron sometidas a electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS en una placa con gradiente de
acrilamida (10-20%) como se describié en Materiales y Méto-
dos. Se indican Jos pesos moleculares de la Fru-P, asa
(subunidad), proteina-S, citocromo ¢ y del péptid%—s.
Surco 1, citocromo c¢; surco 2, derivado II tratado con
subtilisina; surco 3, derivado III; surco 4, derivado III
tratado con subtilisina; surco 5, derivado I sin hidroli-
zar; surco 6, Fru-P,asa sin modificar; surco 7, derivado
I tratado con subtilisina. Lado izquierdo, los surcos ra-
diactivos se cortaron transversalmente en segmentos de
2 mm y se les determiné la radiactividad presente. E, es-
quematiza a la enzima que forma los tres derivados radiac-
tivos diferentes.
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(ver Materiales y Métodos) ¥ los fragmentos separados mediante dos
procedimientos: a) cromatografia de exclusién molecular (Sepha
dex G-25) seguida de una cromatografia de intercémbio idnico
(SP-Sephadex C-25); b) cromatografia y recromatografia en una
columna HPLC de fase reversa (detalles en Materiales ¥ Métodos pags.
49-50).,

La separacidén de los péptidos obtenidos a partir del deri-
vado T en una columna de Sephadex G-25 mostrd varios picos de
proteina con la mayoria de la radiactividad en un componente prin
cipal (figura 33), el cual fue reunido (fracciones 120-140) ¥y
liofilizado. Cromatografia de este material en una columna de
SP-Sephadex mostrd que la mayor parte de la radiactividad esta-
ba asociada con el componente (DI-SPV) que eluyé a pH 5,0 (figu-
ra 34).

Por otro lado, los fragmentos tripticos del derivado T {b1)
fueron separados por cromatografia liquida de alta presién (fi-
gura 35). El pico radiactivo principal era reunido, secado ¥
recromatografiado en la misma columna, en el sistema TFA-aceto-
nitrilo (Materiales y M&todos, pdg.50). E1 perfil de elucién (figu-
ra 36) mostré dos componentes peptidicos.principales, uno de los
cuales tenia asociada la radiactividad (DI-HPII).

Los fragmentos tripticos del derivado II (DII) fueron proce
sados en forma similar. Los resultados cbtenidos con el procedi
miento ‘a) fueron comparables a los obtenidos con DI, mostrando

la columna de SP-Sephadex que la mayor parte de 1la radiactividad
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Figura 33. Cromatograffia en Sephadex G-~25 de los productos
de la hidrélisis con tripsina de la enzima que no presenta
cooperatividad entre los sitios de unién de AMP. La enzima
(170 pM} se incubd con [1 ] cianato de sodio 100 mM
(0,26 pCi/umol) en presencia de Fru-1,6-P, 25 mM por 60 min,
al cabo de los cuales el derivado formado (derivado I) se
separd de los demds componentes mediante filtracidm en una
columna de Sephadex G-50 (25 x 1,2 cm) equilibrada con Tris-
HC1 0,1 M, pH 8,0, EDTA 0,1 mM. El derivado I radiactivo fue
reducido, carboximetilado e hidrolizado con tripsina. Los
péptidos radiactivos resuspendidos en urea 6 M, Aic. acético
5%, fueron aplicados a una columna de Sephadex G-25 (100 x
1,8 cm) equilibrada y eluida condcidoacético 5%. Se colecta-
ron fracciones de 2 ml a un flujo de 30 ml/h, en las cuales
se mididé absorbancia a 280 nm y radiactividad en alicuotas
de 100 pl. La barra indica fracciones (120-140) reunidas ¥y
liofilizadas. Otros detalles en.Materiales ¥ Métodos,
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Figura 34. Cromatografia en SP-Sephadex de la fraccidn radiac-
tiva proveniente de la columna de Sephadex G-25. Se utilizé una
columna de 16 x 1,8 cm equilibrada con acetato de amonio 0,1 M
pH 3,5. A ella se aplicd el liofilizado, resuspendido en el
mismo amortiguador, proveniente de la etapa de Sephadex G-25.
Una vez aplicada la muestra se lavd con 60 ml del mismo amorti-
guador y se eluyd con una gradiente de acetato de amonio desde
0,1 M pH 3,5 a 0,2 M pH 8,5 (150 ml de c/u). Se colectaron
fracciones de 3 ml a un flujo de 48 ml/h. La radiactividad se
midié en alicuotas de 100 pl de las fracciones.
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Figura 35. Cromatografia liquida de alta resolucidén (HPLC) de
los péptﬁfos tripticos provenientes del derivado I que con-
tiene [ "7 Clhomocitrulina. El digerido triptico del derivado
I, obtenido en forma similar a la descrita en la leyenda de
la figura 33, fue liofilizado y disuelto en 1,0 ml de fosfato
de sodio 54,4 mM pH 2,85. Los péptidos fueron separados con
una columna Liquid Pack c, (5 pm, 25 x 0,4 cm) equilibrada
en el mismo amortiguador. ?a elucién se realizé con una gra-
diente de este amortiguador vy acetonitrilo, recolectindose
fracciones de 1 ml (1 min) en las cuales se determiné absor-

bancia a 215 nm y radiactividad. Otros detalles en Materiales
¥ Métodos.
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Figura 36. Rfﬁromatografia en HPLC de los péptidos que
contienen [ "Clhomocitrulina y que estin relacionados
con la cooperatividad hacia AMP. El material que con-
tenia los péptidos parcialmente purificados (c.f.
figura 35), secado en un evaporador rotatorio, fue
disuelto en 0,5 ml de &4cido trifluorcacético al 0,1%
¥ sometido a una recromatografia en la misma columna
descrita en la figura 35, pero equilibrada en A&c.
trifluoroacético 0,1%. La elucidén se realizé com un
gradiente lineal de acetonitrilo 0 a 70% en 4c. tri-
fluoroacético 0,1%.
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estaba asociada a un componente (DII-SPV) que elufa a pH 5,1 (Re
sultados que no se muestran). Los resultados del procedimiento

b} se muestran en las Figuras 37 y 38. El perfil de 1la recroma
tografia (figura 35) mostré tres componentes peptidicos principa

les con la radiactividad asociada s6lc a uno de ellos (DII-HPITI).

3. Evidencias de la reaccidén de cianato con residvos lisina.

La irreversibilidad tanto de la incorporacién de [14C] cia-
nato a 1la Fru-Pzasa como de los efectos causados por 1la modifica
cién sobre la inhibicién alostérica de la enzima por AMP, fueron
consistentes con la presencia de homocitrulina. La identifica -
cién de carbamillisina fue confirmada al someter a los hidroliza
dos &cidos de los derivados DI y DII a cromatografia en papel
(Materiales y Métodos, pag.56). EI1 cromatograma mostré varias manchas
positivas a la tincidn con ninhidrina, una de las cuales presen-
tdé radiactividad migrando con un Rf similar al de la homocitruli
na usada como referencia (Resultados no mostrados), y en forma
equivalente a lo previamente descrito (Slebe y Martinez-Carrién,
1976). Ademids, fue identificada en los anilisis de amino Acidos
por su tiempo de elucidn, al compararlo con una solucidén patrén
de homocitrulina, y a que la radiactividad aparecia en las frac
ciones correspondientes al de este derivado. Finalmente, se co-
rrobor6 en los andlisis de secuencia que se describen subsiguien

temente.




158.

0,2
3,
(e
=
T £
[a 8
L8]
0,1 - 1800
Uy
‘_—\"‘ =
< ﬂ
- 1200
" | i\ ' |

k \/j\
: AV~ S V' |

20 40 60 80 160
TIEMPO({min}

Figura 37. Purificacidén de los péqﬁidos tripticos provenien-
tes del derivado II que contienen| "C] homocitrulina, por HPLC
El derivado I (130 pM), obtenido como se describié en la
leyenda de la figura 33 ﬁﬁcepto que no se usd NaNCO radiac-
tivo, se remodificé con [ 7 C]cianato 150 mM (0,26 pCi/ pmol)
en presencia de Fru-1,6-B, 250 pM por 60 min a 37°, al cabo
de los cuales el derivadd formado (derivado II) se separd de
los demas componentes mediante filtracidén en una columna de
Sephadex G-50 (30 x 1,2 cm) equilibrada con Tris-HC1 20 mM
pH 7,5, EDTA 0,1 mM. El digerido triptico del derivado II fue
liofilizado y disuelto en 1,0 ml de fosfato de sodio 54,4 mM
pH 2,85. Los péptidos fueron separados en forma similar a la
descrita en la figura 35. Otros detalles en Materiales y Métodos .
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f}gura 38. Recromatografia en HPLC de los péptidos que contienen
[""Clhomocitrulina y que estidn relacionados con la inhibiecién por
AMP. El1 material que contenia la mayor parte de la radiactividad
(fracciones 18-22, c¢.f. figura 37), secado en un evaporador-
concentrador rotatorio a baja presién, fue disuelto en 0,5 ml de
acido trif luoroacético 0,1% y recromatografiado en las mismas condi-
ciones descritas en la figura 36. Otros detalles se dan en Materia-
les y Métodos.
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4. Localizacidén del residuo lisina relacionado a la coopera-

tividad.

La localizacidén del residuo lisina involucrado en la inter-
accidn cooperativa entre los sitios de unién de AMP se estable -~
cidé preliminarmente durante el andlisis de aminoacidos (composi-
cion y secuencia) del péptido radiocactive DI-HPII (Slebe y col.,
1962). Su localizacién, basada inicialmente por su homologia
(tabla 12) con los péptidos T1c-CT2 de la enzima de higado de co
nejo (Botelho y col., 1977) ¥y Tc-5 de la enzima de rifién de cer
do (Marcus y col., 1981) descritos en los estudios de la estruc-
tura del péptido-S, fue corroborada por el anilisis de secuencia
(tabla 13). Ocho etapas de degradacién manual de Edman mostra-
ron que la radiactividad atribuida a homocitrulina aparecid en
el extracto de acetato de etilo-benceno, después del primer ci-

clo, y didé la secuencia:
[14c)1_(H)Lys-Ala-Gly-Tle-Ala-His-Leu-Tyr

En las etapas 9~11 no se obtuvo ningiin PTH-amino &cido identifi-
cable. Andlisis de los péptidos DI-SPV y DII-SPV, en cuanto a
aminotermipal, carboxilo terminal y dansil péptidos, revelaron

que no estaban puros, por lo que fueron recromatografiados en
HPLC con el sistema TFA-acetonitrilo (Resuitados que no se mues

tran). La composicién y secuencia del material radiactivo pro-




TABLA 12

Composicién de aminoicidoa de los péptidos radiactivos DI-SPY
y DI-HPII obtenidos por hidrélisis tripticat

Aminodcide nmoles N° residuos
DI-SPV DI-HPII pI-SPV pI-HPI? Tic-cT2 Te-5

Asp 27,6 1,00 0,8 0,7

Thre 15,5 0,38 0,4 0,2

Ser 28,1 0,85 0,8 0,6

Glu 29,2 0,87 0,8 0,6

Gly 33,8 1,82 1,0(1) 1,2(1) 1,2(1) 2,3(2)
Ala 53,3 2,47 1,5(2) 1,6(2) 1,6(2) 3,3(3)
t4cliys 26,3 0,93 0,8 0,6

Ile 37,4 1,32 1,1(1) 0,9(1) 0,9(1) 2,0(2)
Leu 34,6 1,56 1,0(1) 1,0(1) 1,2(1) 1,3(1)
Tyr 46,7 1,49 1,3(1) 1,0(1) 0,8(1) 1,0(1)
His 19,5 1,26 0,6(1) 0,8(1) 1,0(1) 1,0(1)
Lys " 29,3 1,04 0,9(1)  0,7(1) 0,3(1)

' Yalores no corregidos por pérdida durante la hidrélisis. En paréntesis
valores enteros estimados, aquellos menores que 0,2 residuos se conside-
raron como Cero.

Valores estimados en base a residues leucina.

Botelho y col., 1977.

Marcus y col., 1981.

La recuperacidn de lisina a partir de homocitrulina varié entre un 20 a

30%.
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TABLA 13

Identificacién y cuantificacién de las feniltiohidantoinas

removidas por degradacién manual de Edman del péptido DI-HPIT’

Etapa Aminoacido Recuperacion Posicidén en
la secuencia
nmoles
1 [ 14c)Lys 2,5 50
2 Ala 2,4 51
3 Gly 2,0 52
4 Ile 2,6 53
5 Ala 3,3 54
6 His 0,6 55
7 Leu 0,9 56
8 Tyr 0,8 57

1 péptido se prepard como se describe en la leyenda
de la figura 36. La cantidad de muestra sometida al
andlisis de secuencia fue de alrededor de 4 nmoles.

El procedimiento se describe en Materiales
¥ Métodos.

La posicién en la secuencia estd basada en homologia
con una regidén correspondiente en la enzima de rifion
de cerdo (Marcus y col., 1981) y de higado de conejo
(Botelho y col., 1977). La identificacién se realizé
mediante HPLC. La degradacién mas alla de la etapa 8
fue infructuosa.
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veniente de la recromatografia del DI-SPV (DI-SPV-2), mostré re
sultados equivalentes a los obtenidos con el péptido DI-HPII.

Los resultados indican que 1a['4c ) homocitrulina correspon-
deria al residuo lisina en posicién 50 (Lys-50), y la regidn de
ia proteina comprometida en la interaccién cooperativa entre los
sitios de unidn del AMP seria el extremo terminal (Lys-50-Ala-60)

r

del péptido-S.

1

5. 'Localizacidén del residuo lisina del sitio de unién de AMP.

La composicion de aminoacidos del componente radiactivo de
la Figura 38 (DII-HPIII) mostrdé una mezcla de dos péptidos en
una razén de a lo menos 10:1 (tabla 14), lo que permitié asignar
le un tamafio de 9 a.10 residuos y determinar su secuencia (Slebe
y col., 1982 a). Degradacién manual de aproximadamente 10 nmo-
les de este material por 9 ciclos reveld que el residuo aminoter

minal era alanina (tabla 1§ ), y su secuencia mostrd ser:

(H)Ala—[14C]Lys—Gly—Leu-Ala—Thr-Thr-Gly—Lys

La radiactividad atribuida a homocitrulina aparecidé en los ex -
traétos de acetato de etilo-benceno después del segundo ciclo
(~#63%) y del tercer ciclo (~ 37%). Esto podria deberse a una
remocidén parcial de las feniltiohidantoinas en la degradacidn

manual e indujo a postular (Slebe y col., 1982 a) en un inicio,



TABLA 14

Composicidén de aminoacidos del péptido radiactivo
DIXI-HPIII obtenido por hidrélisis triptica’

de residuoslD

Aminoicido nmoles
Asp 0,24
Thr 3,72 2,1 (2)
Ser 0,30
Glu 0,26
Gly 3,43 2,3 (2)
Ala 4,07 2,2 (2)
[14c]Lys 1,04 0,6 (1)
Ile 0,08
Leu 1,80 1,0 (1)
Tyr 0,07
Phe 0,02
His 0,08
Lys 1,70 0,94 (1)
Arg 0,04

Valores no corregidos por pérdida durante hidrélisis.

b valores estimados en base a residuos deucina. En

paréntesis se muestran los valores aproximados al en-
tero mis proéximo y aquellos valores menores a 0,2
residuos se consideraron como cero. lLa recuperacién
de lisina a partir de homocitrulina varid entre un 20
y un 30%.
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TABLA 15

Identificacidén y cuantificacién de las feniltiohidantoinas

removidas por degradacién manual de Edman del péptido DII-HPIIXI®

Etapa Aminoacido Recuperacidn
nmoles
1 Ala 9,7 '
2 (14ciLys 5,3
3 Gly 4,7
4 Leu 5,9
5 Ala 7,9
6 Thr 1,4
7 Thr 1,2
8 Gly 1,1
9 Lys 1,0

? E1 péptido se prepard como se describe en la leyenda
de la figura 38. La cantidad de muestra analizada fue
de alrededor de 10 nmoles utilizando el procedimiento
descrito en Materiales y Métodos. La identificacién se realizé
mediante HPLC,
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que habrian dos residuos lisina adyacentes carbamilades aproxi-
madamente en un 50%. Cabe hacer notar que los tiempos de elu -
cién del PTH-homocitrulina y del PTH-glicina se correspondian,
por lo que la asignacidén de homocitrulina se hacia fundamental -
mente por la presencia de radiactividad en los extractos.

La secuencia descrita presenta una alta homologia (ver figu
ra 2, Apéndice ) con la regién comprendida entre los residuos -44
(alanina) y -36 (lisina) del fragmento carboxilo terminal de la
Fru-P,asa de higado de conejo (Xu y Col., 1982), y casi completa
identidad (ver figura 1, Apéndice ) con el péptido Ala-201-Lys-290 de
la secuencia recién descrita para la enzima de rifién de cerdo
(Marcus y col., 1952), excepto por el reemplazo de la lisina que
se carbamila por glicina.

Estos resultados indicaron que el fragmento aislado era di-
ferente al relacionado con la cooperatividad y que se encontraba
préximo a la regién que contiene el sitio activo (Slebe y col.,

1982 a; 1983 a).
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EFECTO DEL CIANATO DE SODIO SOBRE LA ACTIVACION DE

FRUCTOSA -1 ,6-BISFOSFATASA POR POTASIO

1. Pérdida de la activacidn de fructosa-1,6-bisfosfatasa por

+ . . 2
K y su reactivacion.

La Figura 39 a2 muestra el efecto que tiene la modificacidn
de ia enzima con NaNCO 25 mM. Como se esperaba, se cbservd una
pérdida rdpida y total de la activacidén de la enzima por K'. La
razén de las actividades (R) medidas en presencia y ausencia de
K* 150 mM disminuyd desde su valor inicial 2,4 a 1,1. Por el
contrario, cuando la enzima se modificé con KNCO 25 mM, en 1las
mismas condiciones, s6lo hubo una pérdida parcial de la acti-
vacidén (R disminuye desde 2,4 a 1,7; figura 39 a). Este re -
sultado fue interpretado como una competencia entre los iones po
tasio y cianato por el sitio de accidn del cation mono-
valente. Se requirieron mayores concentraciones del reactivo
(KNCO 0,6M, cf. figura 16) para producir una pérdida total de la
activacién por K7.

Se describié con anterioridad (pags. 97,102 )que la pérdida
de activacidén por cationes monovalentes era reversible, ya que
la enzima carbamilada recuperaba su activacién por K¥ cuando era
sometida a dialisis exhaustiva o a filtracidén en geles. La Fi-
gura 39 b idlustra el curso de la recuperacién de la activacidn

por cationes monovalentes. El derivado enzima-cianato aislado
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Figura 39. Efecto de la carbamilacién de fructosa-1,6-bisfosfatasa
sobre su activacién por potasio. a, la enzima (40 uM) fue modifi-
cada con NaNCO 6 KNCO 25 mM a 37° en Tris-HC1l 20 mM pdH 7,5, EDTA
0,1 mM (amortiguador A). A los tiempos sefialados se tomaron ali-
cuotas (10 pl) de la mezcla y la reaccién se detuvo por dilucién
(1/100). La actividad enzimitica se midié fotocolorimetricamente
. . * c

en presencla y ausencia de K 150 mM. R, expresa la razén entre
estas mediciones. Un valor de R de 1,0 corresponde a la actividad
especifica (11,5 U./mg) de la enzima nativa ensayada en ausencia
de potasio. b, el complejo cianato-enzima, que no presenta activa-
cién por potasio, fue aislado como se describid en Materiales y Méto-
dos. La reactivacién del derivado se realizd por.incubacién del
complejo (25 pM)} en amortiguador A pero pH 8,0 y a 37° (@ ). La
actividad enzimatica se midié como en a. Una muestra del derivado
cianato-enzima fue mantenida a 4° en amortiguador A pero pH 7,0

(v).
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que no era activado por K*, recobrd su activacién en 30 min de
incubacién a 37° y pH §,0. Por otro lado, a 4°, pH 7,0 (figu-
ra 39 B, tabla 1¢) o pHs menores (Resultados que no se muestran),
el complejo cianato-enzima fue estable. La velocidad de disocia-
c¢idén del complejo depende, ademids, de la presencia en la mezcla
de recuperacién de ligandos y efectores de la enzima. En la Fi-~
gura 40 se muestran los resultados obtenidos cuando la velocidad
de discciacion del complejo se determindé en presencia de Fru -
1,6—P2, AMP o KCl. Como se puede observar, estos compuestas ha
cen disminuir tanto la velocidad de disociacién del complejo co-
mo su extensidn. |

Por lo tanto, es posible aislar un derivado de la enzima que
no es activado por cationes monovalentes, en que 1la unién cova -
lente formada puede descomponerse por incubacidén corta a 37° ¥
pH levemente alcalino, 1lo cual sugiere que la reaccidn podria
ocurrir con un residuo cisteina (Stark, 1964). Ademis, los da -
tos indican que ninguno de los residuos lisina reactivos de Fru-
Pzasa estaban comprometidos en la activacién, pues la reaccidn con
grupos amino deberia conducir a la formacién de un producto esta

ble, como se ha demostrado con anterioridad.

2. Aislamiento de S—[14C]carbamilcisteina.

Evidencia directa de que la reaccidon de cianato con ﬁanfma

era con un residuo cisteina, se obtuvo cuando se identificé




170.

TABLA 16

Recuperacién de la activacién por potasio de fructosa

1,6-bisfosfatasa carbamilada’

pH T (°C) Rb
7,5 4 1,35
8,0 22 2,24

® La carbamilacién de la enzima (39 nM) con NaNCO
25 mM se efectué en amortiguador Tris-HC1 20 mM
pH 7,5, EDTA 0,1 mM a 37°. A los 30 min se aplica-
ron alicuotas (200 pl) de la enzima carbamilada
(R = 1,3) a columnas de Sephadex G-50 (30 x 1,2 cm)
equilibradas en Tris-HCl 0,1 M, EDTA 0,1 mM a los
pis y temperaturas indicadas. Se recolectaron frac-
ciones de 0,5 ml en las que se determind actividad
fotocolorimetricamente.

Razén entre las actividades medidas en presencia
¥y ausencia de potasio.
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Figura 40. Efecto de ligandos de la ‘enzima sobre
la velocidad de disociacién del complejo enzima-
cianato que no presenta activacién por K' . La
enzima (25 pM) fue modificada con NaNCO 25 mM por

30 min, para eliminar la activacién por potasio,

como se describid en la figura 39. Se detuvo la
reaccién de carbamildcién por filtracién en una
columna de Sephadex G-50 (30 x 1,2 cm), equili-
brada y eluida con Tris-HC1 20 mM pH 7,5, EDTA
0,1 mM a 4°. La reactivacidén del derivado se rea-
1iz6 como se describe en la leyenda de la figura
39, excepto por la presencia de los ligandos que
se indican. La actividad se determind fotocolori-
metricamente.
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S- [14C ] carbamilcisteina en un hidrolizado del derivado [140]
cianato-enzima con pronasa (Materiales y Métodos, pégs. 47,48). La
identificacién preliminar se realizé mediante cromatografia en
papel. Los resultados mostraron que la mayor parte de la radiac
tividad migré con un Rf de 0,17 cercano al Rf de S-carbamilcis
teina (0,18) usada como referencia.

Para obtener una prueba definitiva de la presencia de S-car
bamilcisteina en la enzima modificada, se digirieron 20 mg del
derivado [14C] cianato-enzima con pronasa, se evaporé a seque-
dad y se sometié a filtracién en gel, en una columna de Biogel
P-2 (figura 41). Se obtuvieron dos componentes radiactivos vy
ambos fueron analizados en un analizador de aminodcidos. El1 ana
lisis de amino Acidos de la fraccién II (figura 42) mostréd un so
lo pico radiactivo, que correspondidé al de S-carbamilcisteina con
un tiempo de retencidén de 69 min, mientras que el andlisis de
la fraccion I presenté solamente algunos picos no radiactivos
(Resultados que no se muestran). La composicién de la fraccién
I deberia corresponder, principalmente, a una mezcla de oligo -
péptidos que no son eluidos del analizador de amino acidos en las
condiciones de corrida, lo que estaria de acuerdo al mayor peso
molecular que mostraron en la columna de Biogel P-2 (figura 41).

Estos datos establecen que en la activacidén de la Fru~Pzasa
por cationes monovalentes participan residuos cisteina altamente
reactivos. Aunque se ha demostrado que la modificacidén de gru -

pos sulfhidrilo podria doblar la actividad enzimdtica (De Maine
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Figura 41. Separacién en Biogel P—Zlﬂe los productos de
digestién con Pronasa del derivadol Clcianato-enzima.
A una columna de Biogel P-2 (80 x 1,4 cm) equilibrada con
amortiguador acetato de sodio 0,1 M pH 4,5, se aplicd una
muestra (20 mg) de la mezcla de productos provenientes
de un tratamiento con Pronasa por 14 h del complejol "d-
cianato-enzima que no presenta activacién por potasio.
Se colectaron fracciones de 1,2 ml y se tomaron alicuotas
de 100 pl para medir radiactividad. Las fracciones que
contuvieron radiactividad, indicadas por las barras hori-
zontales (45-55 y 68-71), fueron reunidas y liofilizadas.
Otros detalles en Materiales y Métodos.
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y Benkovic, 1980; para revisién, Benkovic y De Maine, 19&2), nin
guna relacién se ha establecido con la activacién de la enzima

por cationes monovalentes.

3. Cinética de la pérdida de la activacién por K' mediante

carbamilacién.

La pérdida de la activacidén por potasio de Fru-P, asa es
dependiente de la concentracidén del agente modificador (figura
43 a). En el rango de concentraciones usado (5-75mM) la poli-
merizacién de cianato no es significativa (Stark, 1972). Como se
observa en la Figura 43 a2 un aumente de la concentracidén de cia
nato se traduce en una mayor rapidez de pérdida de activacidn por
potasio y se requiere, al menos, una concentracidn de cianato del
orden de 25 mM para eliminar totalmente 1a activacién por el ca-
tién monovalente. -

El grifico semilogaritmico de la activacién remanente en fun
cién del tiempo de modificacién (figura 43 b) muestra que la ciné
tica de pérdida de la activacién observada es bifasica, y que ca-
da fase es de pseudo primer orden con respecto a la concentracidn
de enzima activa. La segunda fase es aproximadamente 4 veces mas
lenta que la primera y la tendencia es llegar a una pérdida total
de la activacién por potasio.

Este comportamiento bifisico podria deberse, entre otras, a

alguna de las siguientes alternativas: 2) existirian dos familias
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de grupos relacionados con la activacién por Kt de diferente reac
tividad; b) la modificacidén simultinea de la inhibicidn por exce-
so de sustrato influiria sobre la velocidad de modificacién de
la activacién por cationes monovalentes; c¢) la modificacidén de
la enzima se traduciria en un cambio conformacional que disminui
ria la reac£ividad del grupo involucrado en la activacién.

El cambio conformacional podria ser consecuencia de 1la modi
ficacidén simultinea de la cooperatividad. Sin embargo, a las
concentraciones de cianato utilizadas se produce una escasa alte
racién (20%) en la interaccidén entre las subunidades. Ademis, se
ha demostrado que la velocidad de pérdida de la cooperatividad
es independiente de la pérdida de la activacién por potasio (fi-
gura 19).

Para demostrar que la conducta bifisica de la velocidad de
la pérdida de la activacidén no era consecuencia de la modifica—
cién de la cooperatividad, se modificé la protefina haciéndola per
der sélo la interaccigﬁ cooperativa entre sus subunidades. La en
zima modificada tenia valores de: n,= 1,2; R=2,2 y Ki= 25 pM.
Posteriormente se siguié la cinética de pérdida de la activaciédn
carbamilando, en presencia y ausencia de AMP 2 mM, la Fru~P2asa
previamente modificada. Los resultados obtenidos mostraron que
la conducta bifdsica de la velocidad de modificacién de la acti-
vacién no es consecuencia de la influencia ejercida por la alte-
racién simultdnea de la cooperatividad y/o de la afinidad por AMP.

Las constantes de velocidad de pseudo primer orden observa-
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das y corregidas por la fase lenta (k;,g), siguen una relacién
lineal con la concentracién de cianato (figura 44 a). La Figura

44 b muestra que el orden cinético de la reaccién con respecto al
cianato es cercano a 1,0, calculade segiin lo descrito por lollen

berg y col. (1971).

4. Efecto de ligandos especificos de fructosa-l1,6-bisfosfata-

sa sobre la modificacién por cianato.

Se ha demostrado que las alteraciones de las propiedades re
gulatorias de Fru-Pzasa causadas por el tratamiento de la enzima
con cianato, dependen de las condiciones en que se realiza la mo
dificacién quimica (tabla §).

Si bien es cierto que la modificacién de la enzima por cia-
nato, en presencia de AMP, elimina la activacién por K* (tabla
8), a concentraciones menores del agente modificador (25 mM) se
obtiene una protecciéé\parcial de la pérdida de la activacién
(figura 45). Se observa una rapida pérdida de la activacidn en
los primeros 10 minutos (60-70%), con una velocidad de modifica-
¢ién muy similar a la obtenida en ausencia del nucledtido. Estos
resultados podrian indicar que AMP produce un cambio conformacio
nal que hace que la regidn de la proteina involucrada en la fase
lenta esté menos expuesta, y apoyan la explicacién dada para el
efecto del potasio sobre la actividad de Fru—Pzasa (figura 17).

También se habia propuesto que el K, para ejercer su efec-

to, interactuaria en el sitioc alostérico para el sustrato, y que
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Figura 44. Caracteristicas c¢inéticas de la reac-
cidén de modificacién de la activacién de fructosa
1,6-bisfosfatasa por K*¥. a, Efecto de la concen-
tracién de cianato sobre la constante de pseudo-
primer orden para la primera fase (kobs ) de 1la
modificacidén de la activacién por potasio. Los va-
lores de las constantes fueron obtenidos a partir
de los datos de la figura 43. b, Orden cinédtico
de la reaccidn de modificacién de la activacién
por potasio. Los valores graficados fueron obteni-
dos de los datos presentados en a.
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Figura 45. Efecto de ligandos de la enzima sobre la veloci-
dad de pérdida de la activacién de fructosa-1,6-bisfosfa-
tasa por K'. a, La enzima (25 uM) se modificé con NaNCO
25 mM como se describidé en la leyenda de la figura 39 y en
Materiales y Métodos, en presencia de Fru-1,6-P, , AMP o sin
proteccién, a las concentraciones indicadas ‘én la figura.
A diferentes tiempos de iniciada la carbamilacidn se reti-
raron alicuotas (10 nl), se diluyeron {(1/100) y se midié
fotocolorimetricamente la actividad enzimdtica en presencia
y ausencia de K° 150 mM. b, Los datos presentados en a fue-
ron graficados como se describié en la figura 43b.
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el comportamiento bifdsico de la velocidad de modificacidon de la
activacidén por potasic (figura 43) se podria explicar por la mo-
dificacién simultdnea de la inhibicidn por exceso de sustrato.
Asi, con el objeto de resolver estas interrogantes y en base a
los resultados obtenidos con los experimentos de proteccidn, se
buscaron las condiciones de modificacién que permitieran alterar
selectivamente la activacidn por cationes monovalentes o la inhi
bicidén por excesc de sustrato. Los resultados de estos experi -
mentos se muestran en la Tabla 17. Cuando la reaccidén de modifi
cacidén se realizd en presencia de Fru—1,6—P2 0,15 mM ge perdieron
en distinto grado, la activacién por XK' y la inhibicién por al -
tas concentraciones de sustrato. Cuando la modificacidén se hace
en presencia de Fru—l,f)-—-P2 0,05 mM, ambas propiedades se alteran.
Estos resultados podrian indicar que la activacidn por potasio
seria la resultante del efecto simultineo sobre dos componentes,
uno de los cuales es %a inhibicidn por Fru~l,6—P2. Luego, 1la
concentracién critica de sustrato requerida para proteger selec-—
tivamente la pérdida de inhibicidén por sustrato es aqﬁella que
permite una saturacién completa tanto del sitio catalitico como
del sitio inhibitorio.

La Figura 46 muestra el resultado obtenido al estudiar 1la
velocidad de modificacién de la activacién por potasio en presen
cia de Fru-—l,()-—P2 0,15 mM. La velocidad de modificacién de 1la

activacién por potasio tuvo un comportamiento bifdsico. Este re

sultado muestra que Fru—l,ﬁ-—P2 protege parcialmente, a través




TABLA 17

Efecto de Fru-1,6—P2 sobre la modificacién de

fructosa 1,6-bisfosfatasa por NaNCO °

Condiciones de Actividad Rb % inhibicién
modificacién especifica por Fru—1,6—P2
U/mg
Control 17,6 2,20 50
Proteccidén con
0,05,mM Fru-1,6-P, 13,3 1,00 17
0,10 mM Fru-1,6-P, 13,5 1,05 18
0,15 mM Fru-1,6-P, 13,4 1,20 45,5
0,20 mM Fru-1,6-P, 15,3 1,70 46,2
Sin proteccidn 7,7 1,05 12,8

2 L,a modificacién de 1la Fru«Pzasa (20 pM) se realizé con
NaNCO 50 mM a 37° en amortigiuador Tris-HC1 20 mM pH 7,5
durante 15 min.

La actividad de la enzima se midié espectrofotometrica-
mente a una concentracidén de Fru-—1,6—P2 igual a 25 pM,
en ausencia de potasio.

R es la razén entre las actividades medidas en presen-
cia y ausencia de potasio.

La inhibicidén por exceso de sustrato se midié como se
indicé en la Tabla 7.
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Figura 46. Cinética de modificacién de 1la activacién de
fructosa ~1,6-bisfosfatasa por K' . La reaccidén de modifica-
cion se realizdé con NaNCO 25 mM en presencia de Fru-1,6-P
0,15 mM, como se describid en la figura 39. A los tiempos
indicados se midid la actividad en presencia y ausencia de
K* 150 mM a través de la determinacién de fosfato inorgani-
co. Otros detalles en figura 39 y en Materiales y Métodos.
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de un posible cambio conformacional, los grupos asociados a las
fases rdpida y lenta de la reaccidén de modificacién. La obten-
cién de esta curva bifdsica, a pesar de tener protegida casi to
talmente la inhibicién por exceso de sustrato, indica nuevamen-
te que el aumento de la actividad enzimidtica producido por los
cationes monovalentes es resultado, en parte, de una pérdida de
la inhibicidén por altas concentraciones del sustrato. Ademas,
estos resultados estdn de acuerdo con los obtenidos al estudiar

el efecto del AMP sobre la modificacidn de la enzima.

5. Determinacién del nimero de residuos esenciales para la ac-

tivacién de fructosa-1,6-bisfosfatasa por K'.

Con el objeto de establecer el nimero de residuos esencia-
les para la activacidén por K¥, se estudié la pérdida de activa-
cién en funcidén del nimero de residuos modificados, empleande el
método de Tsou Chen-Lu, descrito con anterioridad.

Los resultados mostrados en la Figura 29 (curva en ausencia
de Fru—1,6-P2) fueron graficados para la pérdida de activacidn
de la enziﬁa por K', de acuerdo a Tsou (1962), como se muestra
en la Figura 47. Se usaron valores de i-=1, i=2, i=3, i=4.
Los coeficientes de correlacidn obtenidos fueron para i=1, 0,082;
para i=2, 0,998; para i=3, 0,995 y para i=4, 0,992. Esto
sugiere que la mejor linea recta es para i=2. La Tabla 18 mues

tra el ajuste de los datos de la Figura 47 a expresiones linea-



185.

1,0 f :
=
—

[J]

ittt

|

Q

«

O

£

ar

| .

| o
s 0,5 y
(8

O

2

ot

[&]

®)

c

'S

(&)

(& ]

o

| -

(1

0

1,0 2,0
N2 Residuos modificados

Figura 47. Grafico de Tsoun para 1la pérdida de activacién de
fructosa -1 ,6-bisfosfatasa por K'. Los datos graficados corres-
ponden a las incorporaciones en ausencia de Fru-1,6-P_, pre-
sentados en la figura 29, El simbolo i representa el nimero
de residuos esenciales para la activacién de la Fru-P,asa por
K* y los nimeros corresponden a los valores de i utiiizados.

Los puntos corresponden a los valores experimentales obtenidos
y las lineas sélidas a las curvas tebricas que representan a
las mejores ecuaciones binomiales. El nimero de residuos modi-
ficados corresponde al nimero de residuos por mol de enzima.
El simbolo ([0 ) se refiere a los datos de modificacién del de-
rivado enzima-cianato que no presenta cooperatividad (deriva-
do I).
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TABLA 18

Analisis estadistico'de los datos obtenidos a partir de

los graficos de Tsou Chen-Lu’

Suma de los cuadradeos de los residuos

Expresiones

i=1 i=2 i=3 i=4
lineal 0,00398 0,00034  0,00046 0,00051
binomial 0,00094 0,00037 0,00030 0,00022
trinomial 0,00071 0,00024 0,00014 0,00010

Parimetros de la mejor ecuacién binomial

i=1 i=2 i=3 i=4
p 0,93514 0,96451 0,97178 0,97607
q -0,74584 -0,37144 -0,23268 -0,15772
r 0,15286 0,00190 -0,03681 -0,04838

Los datos obtenidos de los graficos de Tsou para i=1, i=2,

i=3 e i=4 {(figura 47) se sometieron a un anidlisis de regre-

sidén polinomial como el descrito en la Tabla 10.
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les, binomiales y trinomiales. Se muestra que el mejor ajuste
es nuevamente para i=2,ya que tiene el menor valor para la suma
de los cuadrados de los residuos. Ademés, se evidencia que no
hay mejoramiento en el ajuste de la mejor expresidén binomial s0
bre la expresidén lineal cuando i=2; el menor valor de r es
también para este valor de i. Los resultados sugieren que del
total de 2 a 3 residuos por tetrdmeroc que reaccionan con cianato
en este tiempo de modificacién (10 min), dos son esenciales para
la activacién de la enzima por cationes monovalentes. Este nime
ro se corresponde con el nimero de moles de cianato /mol de pro-
teina incorporados previo a una disminucidén apreciable de la afi
nidad de la enzima por AMP (cf. figura 31).

14C] - cianato de la fase

La velocidad de incorporacién de |
rapida, luego de corregida por la contribucidén de la fase lenta,
es k= 0,2 minhl, la cual es muy similar a la constante de veloci
dad de pseudo primer orden para la pérdida de la activacién,

k = 0,17 min "1, obtenida en condiciones experimentales idénti-

cas.

6. Efecto del pH sobre la velocidad de pérdida de 1la activacién
por potasio.
El efecto del pH sobre la velocidad de pérdida de la activa

cidn por potasio fue estudiado modificando la enzima con NaNCO

15 mM, concentracidén a la cual las otras propiedades de la enzi-
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ma (Ki, n no se alteran significativamente. La reaccidén de

i)
modificacidén en estas condiciones muestra la misma conducta bi-
fidsica descrita anteriormente, en el rango de pH de modificacién
utilizado (6,25-6,1) (figura 48§ aa. Un grafico de las constan-
tes de velocidad observadas corregidas para la fase lenta (Kobs)
en funcidén del pH, es sigmoide con un punto de inflexién a pH 7,2.
A partir de la cinética de modificacidén y usando la ecuacidén 9
descrita en Materiales y Métodos, se calculd el valor de 1la constan
te de segundo orden independiente del pH y el pK del grupo modi-
ficado. Graficando C_/k . en funcién de K_/H" (figura 4§ b)
se encontrd un valor de 1041 Mulseg“1 para la constante de velo
cidad de segundo orden independiente del pH, para la carbamila -~
cién de un grupo con un pK de 7,16 I 0,04.

Un tratamiento similar para las constantes de velocidad ob
servadas para la fase lenta de la reaccidn permitiéd, en forma pre
liminar, determinar un valor aproximado de 35 M-1 para la constan
te de velocidad de segundo orden independiente de pH, para 1a car
bamilacién de un grupo con un pK de 5,7.

Los resultados descritos sugieren que en la enzima nativa ha
bria-- dos tipos de grupos, denominados R o L., basado en su ridpi-
da o lenta velocidad de reaccidn con NaNCO. La correlacién de
las velocidades de pérdida de la activacidn con las velocidades
para la reaccién de los grupos tipo L, indicaria que estos gru -

pos incluyen residuos necesarios para la inhibicidn por exceso

de sustrato. Los residuos tipo R serian requeridos para la ac=
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cién de K' sobre el segundo componente que participa en el efec
to de activacidn por cationes monovalentes.

La pérdida de la activacién de Fru-Pzasa por K* dependiente
del pH (figura 45 a) sugiere la carbamilacién de grupos tioles

con diferente reactividad.

7. Caracteristicas cinéticas de fructosa - 1,6-bisfosfatasa

carbamilada.

Cuando la reaccién de modificacidn de Fru—Pzasa se realiza
con NaNCO 50 mM a pH 7,5, se obtiene una enzima que ha perdido
la activacidén por potasio y la inhibicidén por exceso de sustra-
to. Al estudiar el efecto del sustrato sobre la enzima carbami-
lada en estas condiciones, en presencia y ausencia de K* 150 mM,
se observa que no es modulada por potasio (figura 49), a diferen
cia de lo que ocurre en la enzima nativa. FEn la enzima carbami-
lada no se observa el requerimiento de mayor concentracidn de
sustrato para méxima actividad en presencia de potasio. Ademis,
la enzima pierde la inhibicién por exceso de sustrato (medida a
una conceptracién de 500 pM}. Estos resultados sugieren nueva -
mente que el sitio o regidn de la proteina que interactda con el
potasio podria estar estrechamente relacionado con el sitio alos
térico para el sustrato.

Por otro lado, el efecto inhibitorio del potasio sobre el

sitio activo de la enzima no es alterado, ya que a bajas concen
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Figura 49. Efecto de la concentracién de potasioc sobre la
saturacién de fructosa -1,06-bisfosfatasa nativa y carbami-
lada. La enzima (25 pM) fue modificada con NaNCO 50 mM
durante 15 min en las condiciones descritas en Materiales
¥y Métodos. La actividad enzimdtica de la proteina nativa
(O®) y carbamilada (M) fue determinada espectrofotome-
tricamente en presencia (simbolos vacios) o ausencia
(simbolos llenos) de K° 150 mM, a las concentraciones de
Fru-1,6-P, que se indican. El recuadro muestra la varia-
cién de 1a Km para Fru-1,6-P, en funcién de la concentra-
cidén de ién potasio. La linea discontinua fue trazada
tomando en cuenta leos valores mostrados en la figura 17.
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traciones de Fru-1,6-P, (0,025 mM) la presencia de K¥ 150 mM
produce una marcada inhibicién. Las constantes de Michaelis pa
ra Fru-1,6—Pz, de la enzima nativa y carbamilada, son simila -
res y aumentan linealmente al incrementar la concentracidén del
catién monovalente (figura 49, recuadro; cf. figura 17). Esto
sugiere que la afinidad de la enzima por el sustrato no es afec
tada (0jeda y col. 1980). Ademis, en la Figura 49 se observa
una pérdida de la actividad catalitica (56%) similar a la descri-
ta en la Tabla 16. Cuando la modificacidén se realizd en presen
cia de concentraciones saturantes del sitio catalitico (tabla 17),
se obtuvo una pérdida parcial de la actividad catalitica. Esta
pérdida no concuerda con los resultados descritos previamente(tg
bla 8 y figura 18) en que las mediciones de actividad se realiza
ron en presencia de Fru—l,é-—P2 0,5 mM, con el método colorimé -
trico para determinar Pi ( Materiales y Mé&todos, pégs. 36,37 }.

Los datos de la Figura 49 muestran que a la concentracidn
de Fru-—l,f)—P2 de 0,5 mM (inhibitoria), las actividades de la en
zima nativa y carbamilada son levemente diferentes. Estos valo-
res similares podrian deberse a que mientras la enzima nativa es
ta inhibida por exceso de sustrato, la proteina carbamilada no
lo estd porque ha perdido su sensibilidad a altas concentracio-
nes de Fru—1,6~P2. De esta manera, la pérdida de actividad ca
talitica en la enzima modificada es compensada por un aumento en
la actividad como resultado de la desinhibicidén. Esto no ocurre

a concentraciones no inhibitoeorias del sustrato.
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. Efecto de Mg2+ sobre la fructosa-1,0-bisfosfatasa nativa

y carbamilada. Efecto de Fm—l,ﬁ—P2 sobre la carbamilacidn.

Magnesio es:uncofactor: esencial de la enzima y, a su vez, pro
duce inhibicién a altas concentraciones (Tashima y Yoshimura,1975).

. 2+
Asi, una concentracién de Mg

de 5 mM, 1a cual es comunmente usa
da en los estudios de Fru—P2 asa y en este trabajo, inhibe la ac-
tividad de la enzima.

Para determinar si la activacidn de la Fru—Pzasa por catio -
nes monovalentes es en parte debida a una eliminacién de la inhi-
bicidén por Mg2+ » se estudid el efecto del catidén divalente sobre
la actividad de la enzima nativa y carbamilada. No se observd in
hibicidén de la actividad del derivado enzima-cianato por altas
concentraciones de Mg2+, cuando la enzima carbamilada se ensayé

en ausencia de K' (figura 50 a). En efecto, Mg2+

5 mM aumenté
la actividad enzimitica en alrededor de 50%. Sin embargo, el com
portamiento de la enzima modificada, con potasic como activador
en la mezcla de ensayo, es diferente (figura 50 b). Bajo estas
condiciones experimentales ninguna de las dos preparaciones enzi-
miticas (nativa y modificada) mostrd inhibicidn por exceso de
Mg2+. Ademas, la carbamilacién redujo la actividad enzimitica en
50-60% a las concentraciones de Mgz+ usadas. Como se puede obser
var al comparar las Figuras 50 a y 50 b, la enzima modificada no

era activada por cationes monovalentes (a 5 mM Mg2+

» R=1,2; ecf.
figuras 39, 43).

Estos datos, junto con aquellos que apoyan que el K* disminu
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ye la afinidad de Fru—PZasa por Fru—l,()—-P2 en el sitio cataliti-
co ¥ en un sitio alostérico para el sustrato (figuras 17, 49 vy
tablas 7,8), indican que la activacién de Fru-P,asa de rifién de
cerdo por cationes monovalentes es, al menos, parcialmente debi
do a la remocidén de las inhibiciones por exceso de sustrato y

de Mg2+.

El reciente descubrimiento del Fru—Z,()—P2 ¥y su rol en la
regulacidén del metabolismo de hidratos de carbono (para revigio
nes Hers y Van Shaftingen, 1982; Hers y Hue, 19§83; Claus y col.,
1984), y su descripcidén como un potente inhibidor de Fru—Pzasa
(van Schaftingen y Hers, 1981; Pilkis v col. 1951), ofrecié 1la
posibilidad que el segundo sitio para el sustrato (sitio inhibi
torio) correspondiera a un sitio alostérico para Fru—2,6~P2.
Esto nos incitdé a estudiar el efecto de Fru—2,6—P2 sobre la reac
tividad del grupo tiol relacionado con la activacién por pota -
sio.

Cuando Fru—Z,é—P; se incluyé en el medio de modificacién,
produjo una proteccidén total contra la pérdida de activacién por

potasio, producida por el tratamiento con el cianato (figuras 50

51).

2

A diferencia del marcado efecto protector de Fru-2,6-P la

2,
inclusidén de Fru~1,6—P2 (a concentraciones no inhibitorias) mos

tré sélo un efecto parcial, mientras que a una alta concentra -

cién (25 mM), protegidé contra la pérdida de activacidn de la en-

zima por el catidén monovalente (figura 51). Estas enzimas (pro-
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Figura 51. Modificacién de 1la activacién de fructosa
1,6-bisfosfatasa por K' y su proteccién por fructosa
2,6-bisfosfato. La enzima (40 pM subunidad) fue incu-
bada con NaNCQ 25 mM como se describid en Materiales
¥y Métodos, en ausencia (® ) o presencia de diferentes adicio-
nes: Fru-2,6-P, 100 wf (O ); Fru-1,6-P, 150wM (x), y F‘ru—l,6—P2
20mM (A). Ea actividad enzimdtica fue medida a traZ
vés de la determinacién de fosfato inorginico forma-
do. R, expresa la razén de actividades medidas en
presencia y ausencia de K' 150 mM,
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197.

tegidas por Fru—2,6—P2 o Fru—l,6—P2, 25 mM) se comportan como
Fru—Pzasa nativa y retienen su inhibicién por concentraciones al
tas de Mg2+.

Estos resultados muestran que el residuo altamente reactivo,
involuerado en la activacién por K+, estd también relacionado a

la inhibicién por Fru-2,6-P2, va que este metabolito protege el

- . +
sitic de accidn del K.




DISCUSION

El presente trabajo confirma que la fructosa-1,6-bisfosfata-
sa constituye un notable modelo para analizar la relacidn estruc
tura-funcidén de una proteina, y contribuye al conocimiento re-
finado de 1la topografia funcional de la enzima, asi como
de la funcién y propiedades de las cadenas laterales de los
amino acidos lisina y.cisteina que son claves en su mecanismo ca
talitico.

En efecto, a través de un método ampliamente utilizado en
el estudio de los mecanismos cataliticos de las enzimas, como lo
es la modificacién quimica selectiva de residuos de amino Acidos
comprometidos en la accidn enzimdtica (Glazer, 1970; Cohen, 1970;
Shaw, 1970; Means y Feeney, 1971; Glazer y col., 1975; Sigman ¥y
Mooser, 1975), se caracterizaron y localizaron los residuos res—
ponsables de 1a inhibicién alostérica de la enzima por AMP y en su
activacién por cationes monovalentes. Asimismo, se ha contri -
buide a esclarecer el mecanismo de cada una de estas propieda -~

des regulatorias.

Modificacidn de fructosa -1,6-bisfosfatasa con AMP-dialdehido.

AMP-dialdehido y los derivados preparados por oxidacidén con

peryodato de la ribosa de cotros nucleétidos, representan un grupo

198
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de compuestos muy Otiles para realizar marcacién de enzimas por
afinidad. Estos derivados presentan varias ventajas, entre ellas,
son faciles de preparar y purificar, exhiben pequefios cambios
estructurales con el nucleétido afin y son muy solubles en agua.
Sin embargo, podrian mostrar algunas desventajas. No poseen la
rigidez conformacional del nucledtido original pues tienen abier-
to el anillio de la ribosa, por lo que suelen mostrar una menor
afinidad por los sitios activos o regulatorios de las enzimas.
Por otra parte, la oxidacidén de la ribosa genera dos grupos al-
dehidos muy reactivos lo que hace que estos compuestos bifuncio-
nales puedan reaccionar "no especificamente" con aminodcidos,
por ejemplo residuos lisina, localizados en la superficie de la
-molécula de enzima (Evans y col., 1980; Hinrichs y Eyzaguirre,
1982),

AMPox puede considerarse como un marcador de afinidad de
Frurl’zasa a base de varios criterios generalmente aceptados
(Wofsy y col., 1962; Singer, 1967; Shaw, 1970): a) el reactivo
produce una alteracidén progresiva de la inhibicién alostérica de
la enzima por AMP, a una velocidad que depende de su concentra-
cién; b) el andlogo del nucledtido forma un complejo reversible
con la molécula de enzima; <¢) el AMP protege a la enzima contra
su desensibilizacién por AMP-dialdehido; y d) el anidlogo oxidado
no es inhibidor de la enzima, pero en mezcla con AMP hace que la
enzima tenga menor afinidad por este ultimo, lo que podria suge-
rir que ambos se estdn uniendo al mismo sitio.

El que AMP - dialdehido no inhiba a 1a enzima, a
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pesar de tener el grupo fosfato, podria insinuar que para el
inhibidor es esencial tener su ribosa intacta. BSi es asi, éste
no seria el dnico requerimiento puesto que adenosina, ADP, ATP

y GMP tampoco son inhibidores, lo que esti de acuerdo con la al
ta especificidad descrita para el sitio de AMP (Taketa y Pogell,
1965).

Se ha demostrado que los derivados dialdehido-nucleétidos,
cuando se usan como marcadores de afinidad, interactuan con resi
duos lisina (Easterbrook-Smith y col., 1976; Gregory y Kaiser,
1979). Por otro lado, en forma similar a lo descrito (Powell vy
Brew, 1976; Easterbrook-Smith y col., 1976; Raniere-Raggi y Raggi,
1976; Evans y col., 1980), la unidén del AMP-dialdehido a la Fru-
P,asa puede revertirse por dilucidén, didlisis exhaustiva o incu-
bacién con Tris y otras bases nitrogenadas, mientras puede esta-
bilizarse por reduccién con borochidruro de sodio. Estoha permi-
tido sugerir (Easterbrook-Smith y col., 1976; Powell y Brew, 1976;
Evans y col., 1980) que se forma una base de Schiff entre el dial
dehido y un residuo lisina de las diferentes enzimas. En nuestro
caso aunque no se caracterizdé el producto de marcacidén de Fru -
Pzasa, la prueba indirecta descrita, junto con el comporta -
miento similar al de piridoxal fosfato (Colombo y col., 1972 ;
Colombo y Marcus, 1974), indica que un grupo aldehido del AMP,y
forma una base de Schiff con un grupo amino en la proteina. Pues
to que el grupo amino terminal de esta enzima se encuentra aceti

lado (Ei-Dorry y col., 1977; Marcus y col., 1981; Fisher vy
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Thompson, 1953), se excluye el grupo oﬁ—NH2 como sitio de inter-
accién, el cual debe por lo tanto involucrar el grupo £—NH2 de
una lisina.

La presencia de un grupo aldehido y un grupo fosfato en 1la
estructura del AMPg,y predice una similitud a 1a interaccidn de
piridoxal-P con la enzima. En efecto, la modificacidén de Fru -
Pzasa por AMP-dialdehido produce consecuencias comparables a aque
llas ocasionadas por el tratamiento con piridoxal-P (Colombo ¥y
col., 1972). En ambos casos se produce una pérdida de actividad
y una alteracién de la inhibicidén alostérica por AMP, lo que in-
dica que interaccionan con residuos lisina de los sitios catali-
tico y alostérico. No obstante esta relativa "inespecificidad",
la reaccidn es altamente especifica ya que de un total de 100 re
siduos lisina presentes en Fru-P,asa (Marcus y col., 1982) un nd
mero limitado de ellas reaccionan con AMF, (4,1 moles/mol en-
zima). Mayor selectividad se obtiene al realizar las modifica -
ciones en presencia de los ligandos protectores, AMP para el si
tio aleostérico y Fru--l,6—P2 ( > 10mM) para el sitio catalitico.

El tratamiento de la enzima con AMP

ox » €n presencia de Fru-

1,6—P2, mostré que es posible modificar selectivamente lisinas

involucradas en la inhibicidén alostérica por AMP. En estas con-
diciones se incorporan 2 moles de [ 1%¢] ~AME  /mol de tetrime-
ro, valor que estad en el rango (2-4) de agquellos obtenidos de la
incorporacién de piridoxal-P (Colombo y col., 1972; Colombo ¥

Marcus, 1974), &-azido-AMP (Marcus y Haley, 1979) y 2-azido-AMP
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(Riquelme y Czarnecki, 1983). Sin embargo, al igual que en los
estudios realizados con estos otros derivados, el AME,, no resul
t6 ser un real marcador de afinidad, debido probablemente a res-
tricciones conformacionales para estos modificadores (Marcus y
Haley, 1979; Riquelme y Czarnecki, 1983). Cabe hacer notar que
ambos derivados azido producen, junto a la pérdida de afinidad
por AMP, una inactivacién completa de la enzima. ﬁarcus y Haley
(1979) postulan que la inactivacién producida por el &-azido-AMP
podria deberse a un congelamiento de la subunidad modificada en
la conformacién subunidad-inhibidor inactiva. Sin embargo, de-
bido a que la fotélisis se realizd en ausencia de sustrato, no
se puede descartar una posible incorporacidén del S-azido-AMP a
nivel del sitio activo. MAis alin, se ha demostrado (tablas 3y
6) que es posible obtener un derivado con el sitio alostérico al
terado, sin inactivar la enzima.

Por otro lado, hay una proteccién parcial de AMP o AMP+Fru-
1,6—-P2 contra la pérdida de cooperatividad producida por AMPox
(tabla 3). El1 efecto adicional de Fru—1,6—P2 sobre la protec -
cién de AMP contra la pérdida de inhibicidn por el nucleétido,
podria ser el resultado de un efecto sinérgico en la unidén entre
ambos ligandos. Como se muestra en la misma tabla, y sera discu
tido posteriormente, el sustrato presenta un efecto protector de
la afinidad de la enzima por AMP, pero no asi sobre la pérdida
de cooperatividad. Otra explicacién para el efecto adicional del

sustrato podria ser el requerimiento de éste para la unién de AMP.
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Meek y Nimmo (1984) encuentran que AMP no se une a Fru—PZasa en
ausencia de Fru—l,é—Pz, ¥ en su presencia, obtienen una unidn de
aproximadamente 2 moles de AMP por mol de tetrdmero. Este valor
concuerda con nuestros datos de incorporacidn de NMPOX en presen
cia de sustrato. No obstante, AMP en ausencia de Fru—l,6—P2 tie
ne un efecto protector contra la modificacidén por AMP ., , lo que
insinuaria que. el nucledétido debe interactuar con la enzima, en au-
sencia del sustrato. En estas condiciones se unen 4 moles de
AMPOx/mol de tetramero. La unidén de AMP en ausencia del Fru -
1,6—P2 es apoyada también por resultados de carbamilacién de la
enzima (se discutirdn posteriormente), por estudios de resonan -
cia magnética nuclear de 31p_amp (Slebe y col., 1964) y por es-
tudios de modificacidn de la enzima con N-etilmaleimida (Reyes y
col., 19&4; 19&5). Por otra parte, McGrane y col. (19§3) mues-
tran que AMP se puede unir a la enzima de higado de rata en au -
sencia de Fruul,é—Pz, con una estequiometria de 4 moléculas/te -
tramero.

La diferente incorporacién de AMP,, en presencia y ausencia
de Fru—l,ﬁ—P2 se deberia a que en esta dltima condicidn se produ
ce, ademds, una alteracidén de la actividad catalitica, lo que in
dicaria que AMP,, puede unirse covalentemente a un grupo amino
del o cerca del sitio catalitico. La unién del AMP-dialdehido
promueve un cambio conformacional pues la enzima modificada, en
¢ondiciones de no proteccidn, presenta un menor nimero de grupos

tioles expuestos, comparados con la enzima nativa.
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La conclusidén mids significativa que surge de los resultados
con AMP_, es que deberian existir en la enzima residuos lisi-
na con reactividad diferencial, unos relacionados a la cooperati
vidad y otros, comprometidos en la sensibilidad de la enzima al
AMP. El primer grupo de residuos lisina corresponderia a elemen
tos estructurales necesarios para la interaccién cooperativa en-
tre las subunidades; la cooperatividad es eliminada por su modi-
ficacién con AMP,,. En este sentido, la pérdida de cooperativi-
dad producida por la modificacién con piridoxal-P indujo a Colom
bo y col. (1972) a postular que como resultado de la pérdida de
interaccidén entre las subunidades, se producia una disminucidn
en la afinidad por AMP. Esta conclusién no parece vilida puesto
que los experimentos con AMP,, insindan que es posible alterar la
interaccidén entre los sitios de AMP sin afectar significativameg
te el Ki para el nucledétido. Mas aitin, como discutiremos poste-
riormente, los experimentos de carbamilacidén muestran que estos
dos efectos se pueden separar totalmente. Asi, los residuos 1i
sina que son elementos estructurales necesarios. para la interac
cidn cooperativa entre las subunidades, podrian encontrarse en
o en estrecha proximidad al sitio de unién de AMP. La primera
interpretacién parece menos posible pues los resultados de pro-
teccidn de la inhibicién por AMP muestran que aunque la coopera
tividad esté alterada, el Ki para AMP de la enzima modificada es
similar al obtenido para la enzima nativa.

La mayor facilidad en la modificacién del grupo € -NH, rela
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cionada a la cooperatividad podria indicar que este residuo lisi
na se encuentra mis expuesto al solvente, que aquel relacionado
con la afinidad de la enzima para AMP. Esta diferente reactivi-
dad de los residuos lisina debe ser el resultado del microambien
te en el cual cada residuo estd localizado en la enzima.

La presencia de un grupo & -amino en el sitio de unidén de
AMP no es sorprendente, ya que las interacciones electrostaticas
entre el grupo fosfato del nucledtido y tal grupo bdsico de la
proteina, podria ayudar a explicar la estrecha unién del AMP a
la Fru—Pzasa. Un rol parecido ha sido propuesto para el resi-
duo lisina en el sitio activo de creatina-quinasa (James y Cohn,
1974) y carboxilasa piriivica (Easterbrook-Smith ¥y col., 1976).
Los autores proponen que el residuo lisina estaria involucrado
en la unidn .del fosfato terminal de MgATlea

Como se discutid con anterioridad, el AMR&x no es un inhibi-
dor de la Fru-Pzasa. Este comportamiento se debe probablemente
a una interaccién alterada de AMP 4y, si se la compara con la in-
teraccidén de AMP con 1la enzima, producida por la fofmacién de una
base de Schiff entre el AMP-dialdehido Y un residuo lisina que se
encuentra en o proximo al sitio de uniég del AMP. Se ha descrito
(Powell y Brew, 1976) que existe una tendencia en las enzimas a
tener una menor especificidad por el anillo ribosa, que por las
otras partes de la molécula del nucledtido. De ahi que es menos
probable que una modificacidn en la ribosa del AMP afecte la

unién del nucledtido, comparada con una modificacidn de la base
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o el grupo fosfato.

Como se describié con anterioridad (Introduccién, pags. 18, 19)
la proteina-S posee una sensibilidad menor a 1la inhibiciédn
por AMP, lo que apoyd la idea que el sitio de unién del nu-
cledtido estaria localizado en el péptido-S. Sin embargo,
en forma similar a lo obtenido con piridoxal-P (Cruz y col.,
1979; Marcus y col., 1981} y 8-azido~AMP (Marcus y col., 1981),
la modificacién quimica de Fru-P, asa con AMP,y resulta en la
modificacién de residuos de la proteina-S y no del péptido-S
(figura 9).

Si bien los estudios de localizacibén del péptido o de los
péptidos que contienen | 3H ]AMPox no son concluyentes, los re-
sultados dieron una visidén general acerca de la composicién
y caracteristicas de 1a regién de unién del AMP-dialdehido
(Slebe y col., 1981; Hubert y col., 1981). La composicién de
aminodcidos de la fraccién B (tabla 4) mostrd que es diferen-
te al péptido-S de rifibn de cerdo (Marcus y col., 1081), ¥y
de higado de: conejo (Traniello y col., 1972; Dzugaj y col.,
1976; El-Dorry y col., 1977), de oveja (Zalitis, 1976; Fisher
y Thompson, 1983) y de pollo (Cruz y col., 1979). El al-
to contenido de los aminoacidos glutidmico y aspirtico, junto
a la posibilidad de que una proporcién de ellos corresponda
a residuos glutamina y asparragina, hacen atrayente 1la
idea de que las fracciones que contienen AMPox se corres-

ponden con la regién, recientemente descrita (Marcus y col.,
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1982), que contiene el postulado sitio alostérico para AMP.
Si esto fuera asi, la mezcla de péptidos obtenida podria de-
rivar de una hidrdlisis triptica incompleta, generando los
fragmentos Lys-141-Lys-150 y Lys-141-Arg-157, y un péptido
contaminante que contuviera aminoidcidos apolares (Val, Tle,
Leu). Estudios de velocidad de liberacién del carboxilo termi-
nal mediante hidrélisis con carboxipeptidasa (resultados no
mostrados), apoyan esta hipdtesis. Por el contrario, los pe-
sos8 moleculares obtenidos mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida son mayores a los esperados para estos frag-
mentos. Sin embargo, se ha establecido que en péptidos peque-
fios hay desviaciones en la correlacién entre el Ilogaritmo
del peso molecular y la distancia de migracién en geles de
poliacrilamida (Swank y Munkres, 1971). Asi, 1la hormona
adenocorticotrépica (ACTH) migra como un péptido de 6.500 en
lugar de 4.500, glucagbén migra como si tuviera 1.800 en lugar
de 3.500, y polimixina migra como un péptido de 2.200 en lugar
de 1.200, El motivo de desviacidén de algunos péptidos es que
las cargas se hacen mids importantes, mientras menor sea el peso
molecular. Otras razones pueden ser las diferencias en forma
Y en la capacidad de unir SDS. La interaccién del SDS con las

proteinas es principalmente de tipo hidrofébico (Reynolds ¥

Tanford, 1970), de manera que es posible que péptidos con
composiciones no habituales de aminodcidos, por ejem~
plo, muy cargados o hidrofébicos, podrian tener una
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afinidad para SDS no comin. Lags caracteristicas espe-
ciales del fragmento que une AMP,, podrian ser la causa de la
reactividad anémala de los residuos lisina que se encuentran en
esta regidon de la proteina.

Recientemente, se ha determinado la estructura primaria de
Fru—Pzasa de rifiéon de cerdo y se han localizado los sitios pre-
sumiblemente catalitico, de fosforilacién y alostérico para AMP
(Marcus y col., 195§2). Ademds, se conocen los péptidos que con
tienen el sitio catalitico y alostérico para AMP (Xu y col., 19§1;
Xu y col., 19862; Suda y col., 1982), provenientes de la enzima
de higado de conejo. Sin embargo, los péptidos correspondientes
al sitio alostérico, provenientes de las enzimas de higade de co
nejo y rifién de cerdo, muestran claras divergencias tanto en el
nimero de lisinas como en su composicidén y secuencia. Cabe hacer
notar que en ambos casos la marcacidén se efectud con piridoxal-P.
Una posible explicacién para esta discrepancia seria el distinto
origen de las enzimas estudiadas, ain cuando ellas muestran una
alta homologia de secuencia, y en algunos sitios como el catali-
tico completa identidad.

Los resultados descritos con AMP_ . insindan que deberian
encontrarse dos residuos lisina modificados por subunidad, rela-
cionados con la inhibicién alostérica por AMP. Puesto que el de
rivado | 3H ]AMPOx—enzima, fragmentado en los estudios de locali
zacién del sitio, presentaba una alteracién tanto en la coopera-

tividad como en la afinidad hacia el nucledétido, la obtencidn de




209.

una mezcla de péptidos no es sorprendente. Por otra parte, las
condiciones empleadas en la marcacién con piridoxal-P (Colombo
'y col., 1972; Colombo y Marcus, 1974) tampoco garantizan la se
lectividad de la modificacién, pues no se logra separar el efec
to cooperativo de la inhibicidn por AMP, con la afinidad hacia
el nucledtido. Ademids, los resultados de incorporacidén de piri
doxal-P muestran que la mitad de los residuos lisina modificados
no estin involucrados en propiedades regulatorias de la enzima
(modificacién ineépecifica). Estos hechos también podrian expli
car las divergencias encontradas en cuanto a la caracterizacion

del sitio alostérico para AMP.

Modificacion de fructosa-1,6-bisfosfatasa con cianato.

La modificacién quimica de proteinas realizada con cianato
es relativamente inespecifica, pudiéndose modificar grupos sul-
fhidrilos, carboxilos, hidroxilos y aminos (ver Resultados,
pdg. 91 }. sin embargo, solamente la reaccidn con grupos ami
no resulta en la formacidén de un compuesto estable ya que la re
accidn con los otros grupos es reversible a pH neutro (Stark ,
1972). Por ejemplo, en la inactivacién de pepsina por cianato
(Sluyterman, 1967) 1la actividad catalitica se recupera lentamen
te después de diluir la mezcla de inactivacidn, ya que la pérdi
da de actividad se debe a la modificacién de un residuo sulfhi-

drilo. Otro ejemplo lo constituye la modificacidn reversible de
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carbamilfosfato-sintetasa, donde el grupo sulfhidrilo modifica-
do pertenece al sitio de unidén de glutamina (Anderson y Carlson,
1975). Similarmente, una pérdida reversible de la actividad pro
teolitica de pepsina fue atribuida a la carbamilacién de residuos
tirosina (Rimon y Perlmann, 1968). Por el contrario, una pérdi-
da irreversible de la actividad catalitica se ha encoentrado cuan
do el grupo responsable en la reaccidn corresponde a un residuo
amino. Ejemplos de modificaciodn irreversible son las inactiva -
ciones de ribonucleasa pancreatica (Stark y col., 1960), deshi -
drogenasa glutimica (Veronese y col., 1972), deshidrogenasa iso-
citrica (Shen ¥ Colman, 1975} y transaminasa glutamico oxaloacé-
tica (Slebe y Martinez-Carrién, 1976).

La pérdida de la cooperatividad de la Fru—Pzasa, como tam -
bién de la inhibicién por AMP por el tratamiento con cianato, es
el resultado de una reaccidn irreversible ya que ambas propieda-
des funcionales no  se recuperaron cuando el complejo enzima-~ciana
to se sometid a dilucién, filtracidn en columnas de Sephadex o a
una diilisis exhaustiva. Puesto que el grupo amino terminal de
esta proteina se encuentra acetilade (Marcus y col., 1981), las
reacciones de modificacidén que producen las consecuencias funcio
nales que se muestran en las Figuras 13 a 15, corresponden a la
modificacidén de residuos lisina, especifi;amente grupos £ —-amino
de reactividad diferencial frente al agente modificador. La pér
dida de la activacidén por cationea monovalentes es una reaccién

reversible (figuras 39, 40 y tablas 6, 16 ) y corresponde a 1la
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modificacion de grupos sulfhidrilos, como lo demostrd la identi-
ficacidn de S—[14C ] carbamil-cisteina (figura 42).

La modificacién de un grupo amino de una proteina por ciana
to requiere que la amina no esté protonada puesto que el mecanisg
mo de la reaccién involucra un ataque nucleofilico por parte de
la amina (Stark, 1965). Asi, las velocidades de reaccidn de las
aminas con ciaﬂato son una funcién del pH del medio de reaccidn
y del pK de la amina. Los grupos {-amino de lisina en péptidos
presentan un valor de pK promedio cercano a 10,5 ¢ Stark,
1965). De ahi que debido a su bajo valor de pK (8,9), los gru-
pos «~-amino reaccionan a pH neutro alrededor de 100 veces mas ra
pido que los grupos € -amino normales.

La reaccidén de modificacién realizada para eliminar la coo-
peratividad y la inhibicidén por AMP de la enzima se realizé a pH
7;5. El resultado sugiere que los grupos amino de las lisinas
involucradas en la reaccién tienen un valor de pK promedio menor

que el de los grupos £-amino de lisinas normales. Esto explica-

ria su alta reactividad con cianato. Se han descrito ejemplos de

proteinas que tienen residuos de lisinas de reactividad desusual,
con valores de pK andémalos que pueden llegar a 5,9 en
la descarboxilasa acetvacética (Schmidt y Westheimer,

1971), 7,7 en la deshidrogenasa glutdmica (Veronese y col.,1972),

Y 7,9 en la aspartato transaminasa (Slebe ¥y Martinez~Carrién,1976;

1978). Asi, la selectividad de la modificacién de los grupos

reactivos en Fru-Pzasa se basd en la disimilitud de los valores
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de pK de los diferentes grupos amino ¥, ademds, en la protecciédn
ejercida por el sustrato y el AMP.

Dé esta manera, la alta reactividad frente al cianato de
los residuos lisina comprometidos tanto en la cooperatividad co-
mo en la inhibicidén por AMP y, la del grupo tiol que participa
en la activacién por potasio, dependen de la presencia de ligan-
dos especificos de la enzima. La proteccién-de la pérdida de
la activacién de 1la enzima por cationes monovalentes y de 1la
inhibicién por AMP, ejercida por Fru-1,6—P2 a altas concentracio-
nes (tabla 8, figura 23), se puede explicar en base a un cambio
conformacional ejercido por el Fru—l,ﬁ—Pz Ya que éste no protege
a la enzima de la pérdida de 1la cocperatividad (figuras 19, 45),
Este cambio conformacional haria que la regién de la proteina
responsable de la inhibicién por AMP esté menos expuesta al sol-
vente que la regidén comprometida en 1la interaccidén entre las
subunidades. En forma similar, Marcus (1975) explica el efecto
protector de Fru-1,6—P2 contra la pérdida de la activacién por
potasio e inhibicién por AMP cuando se modifican residuos argi-

nina en la enzima.

Cinética de modificacién de la cooperatividad hacia AMP. Puesto
que la cinética de modificacién de 1l1a cooperatividad no se ve
alterada por la presencia de Fru—1,6—-P2 en el medio de reacciédn,
las constantes de modificacién en presencia o ausencia de Fru-
1,6—P2 son iguales (figura 19 b). Esto indica que la pérdida
de cooperatividad es independiente de 1a pérdida de la activa-

cidn por potasio, y el cambio conformacional dado por el sustra-
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to estaria restringido a una cierta parte de la proteina que no
alcanza a alterar la orientacidén espacial, o el microambiente,
de la regidn de la proteina comprometida en la interaccidn entre
las subunidades. La independencia entre las alteraciones del
coeficiente de Hill y la activacidén por potasio, se reflejan
también en el hecho que la enzima nativa y la sin cooperatividad
son moduladas en igual forma por el potasio y el Fru—1,6—P2 (fi-
gura 20).

Las constantes de velocidad de pseudo primer orden cobserva-
das (kobs ) para la modificacidn de la interaccidn cooperativa
entre las subunidades, siguen una relacién lineal con la concen-
tracién de cianato {(figura 22 a), lo cual sugiere que el mecanis-
mo de modificacidén de la enzima no presenta una etapa de veloci-
dad limitante, y no requiere un complejo intermediario.

La grifica del log de las constantes de velocidad de modi-
ficacidén de la cooperatividad en funcién del log de la concentra-
cién de cianato, permite calcular el orden cinético de la reac-
cibén respecto al cianato. Un orden cinético igual a 1,0 indica
gue una molécula de inactivador es requerida por unidad funcio-
nal de enzima para formar un complejo enzima-inactivador inacti-
vo (Hollenberg y col., 1971), Como el orden cinético para la
pérdida de la cooperatividad es cercano a 1,0 (figura 22 b), 1la
modificacidén de sb6lo un tipo de grupos &-amino de lisinas serian

los resposables de la pérdida de la cooperatividad.

Cinética de modificacién de la inhibicién por AMP. La pér-

dida de la inhibicién por AMP +tiene caracteristicas
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cinéticas diferentes a las caracteristicas que presenta la pérdi
da de 1a cooperatividad. La inhibicidén por AMP es protegida por
el sustrato, no asi la cooperatividad. Ademds, la inhibicién por
AMP es protegida totalmente por el nucledétido cuando éste se usa
como agente protector, pero éste protege sdlo parcialmente la
pérdida de la cooperatividad (figuras 13, 19, 23). Esto sugiere
que la modificacién de la inhibicién ocurre en el sitio de uniédn
de AMP,

Finalmente, la cinética de modificacidn de la cooperativi -
dad en ausencia de protectores es monofdsica, a diferencia de la
cinética de modificacidén de la inhibicidén que es bifisica. Este
fltimo comportamiento se podria explicar al menos de tres mane -
ras: a) existe mas de una familia de grupos reaccionantes rela-
cionados con la inhibicidén por AMP, b) la modificacién simul -
tdnea de la cooperatividad ejerce una influencia sobre la veloci
dad de modificacién de la inhibicidén, c¢) la pérdida simultéinea
de la activacidn por potasio afecta la reactividad del grupo, o
la familia de grupos, relacionado con la inhibicién por AMP.

Para dilucidar esta interrogante se procedidé a modificar 1la
interaccidén entre las subunidades de la enzima sin alterar la
constante de inhibicidén para AMP ni la activacidn por potasio.
Posteriormente se estudidé el comportamiento cinético de la pérdi
da de la inhibicidén por AMP cuando se estd modificando simulténea
mente la activacidén por potasio, en la enzima que no presenta co

operatividad. A este respecto, cabe recordar que en la Fru-%ﬁsa
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renal nativa el potasio no tiene ningiin efecto sobre la constan-
te de inhibicién para AMP (Hubert y col., 1970; Nakashima y
Tuboi, 1976).

El resultado mostrado en la Figura 24 apoya la hipétesis
de que el comportamiento bifdsico de la velocidad de alteracidn
de la inhibicién por AMP, se debe a la influencia ejercida por
la modificacidén simultinea de la cooperatividad. Esta influen—
cia podria ser ejercida a través de un cambio conformacional ya
que la constante de velocidad, para una concentracién de cianato
igual a 50 mM, de la fase lenta de la modificacién de Ki (figura
23) es muy similar a la constante de velocidad de modificacidn
de Ki obtenida cuando la enzima no tenia cooperatividad. En es-
te dltimo caso, el supuesto cambio conformacional habria ocurpi-
do a causa de la modificacién de la cooperatividad. Es impor-
tante sefialar que este cambio conformacional no altera la ciné-
tica de modificacién del coeficiente de Hill.

Al igual que para la modificacidn de la cooperatividad, el
orden cinético de la reaccidén de modificacidn de Ki respecto al
cianato es cercano a 1,0 sugiriendo la participacién de sélo un
tipo de residuos lisina en esta reaccién. Estos residuos lisina
son diferentes a aquellos comprometidos en la interaccidn entre

las subunidades.

Residuos lisina con reactividad diferenciada. Una prueba adi-
cional que apoya la existencia de grupos &-amino de residuos
lisina implicados en la cooperatividad, diferentes

a los que participan en 1la iphibicién por AMP, es 1a
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entregada por los experimentos sobre el efecto de la temperatura
en la inhibicidén de la enzima por AMP (tabla 9), y en la interac
cién de los derivados cianato-enzima con la sefarosa azul (figu-
ras 27, 28). La enzima que presenta alteracién tanto en el Ki
para AMP como en su cooperatividad muestra una inhibicién por AMP
en funcidén de la temperatura, y una interaccidn con la sefarosa
azul, muy diferentes a la enzima que sélo tiene modificada la
cooperatividad. Esta dltima se comporta en forma similar a la
proteina nativa, indicando que 1la modificacidén, en esas condicio
nes, sélo introduce un pequefio cambio en las propiedades catali-
ticas de la enzima.no afectando significativamente el sitio alos
térico para AMP. La jinhabilidad de la enzima modificada en el Ki
por AMP de unirse a la sefarosa azul es consistente también con
una modificacidn del sitio de unidén del nucleétido. Sin embargo,
los resultados de carbamilacidén indican que ain cuando la enzima
estd totalmente modificada y no se une a sefarosa azul, su
sensibilidad al AMP no esti totalmente eliminada, sugiriendo que
la presencia del grupo carbamilo impide, pero no previene comple
tamente, el acceso del AMP a este sitio.

Por otro lado, el residuo lisina relacionado a la cooperati
vidad deberia ocupar una posicidén con un considerable grado de
libertad en o cerca del sitio alostérico, donde la introduccidn
del grupo carbamilo no perturbaria significativamente la unidn
del AMP. La cercania de este residuo al sitio alostérico para

AMP es apoyada también por los resultados con AMPox’ pues éste
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no fue capaz de modificar completamente la cooperatividad en la
presencia de AMP.

Una posibilidad muy atrayente es que este residuo se encuen
tre en el péptido-S, de manera que al empaquetarse la proteina
quede cerca del sitio de unidn del AMP, el cual se encontraria en
la proteina-S. Los experimentos de localizacidén de los fragmen
tos que contienen los residuos reactivos (resultados que se dis-
cutiridn mas :adelante, y los estudios de resonancia nuclear

31

magnética: = - de P-AMP del derivado cianato-enzima que no
presenta cooperatividad (Slebe y col., 1984), apoyan esta idea.
Por otro lado, se podria sugerir que los grupos ¢ -amino respon-
@ables "de: 1a cooperatividad estdn localizados en la interfase de
las subunidades, y son requerimiento esencial para la interac -
cidén cooperativa entre ellas. Si esto fuera asi, seria andlogo
a lo que sucede en el caso del grupo sulfhidrilo 93 de la cadena
£ de la hemoglobina (Simon y col., 1971; Moffat y col., 1971).
Los autores demostraron mediante modificacidn gquimica que este
grupo esti comprometido en los cambios estructurales que acompa-
fian a la cooperatividad de esta proteina.

Los resultados aqui descritos coinciden parcialmente con los
informados previamente (Marcus y Hubert, 196&; Colombo y col.,
1972; Colombo y Marcus, 1974). En estos trabajos, los autores
demuestran que mediante modificacidén quimica se puede obtener u-

na pérdida de la inhibicidén por AMP sin afectar la actividad ca-

talitica de la Fru-Pzasa. Sin embargo, en ninguno de estos tra-
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bajos se ha postulado que la inhibicidén por AMP y la cooperati-
vidad entre los sitios de unidén de éste radiquen en residuﬁs
diferentes de la proteina. Asi, la modificacién de residuos
de lisina con piridoxal-P produce una enzima que no es inhibida
por AMP y que no presenta cooperatividad (Colombo y col., 1972).
La modificacidn con cianato también produce una pérdida de 1la
cooperatividad, pero a diferencia de la modificacién realizada
con piridoxal-P, no produce una pérdida de la inhibicidén por
AMP. Esto permite distinguir dos clases de grupos &amino de
lisinas con reactividad diferencial involucrados en la coopera-
tividad y en la inhibicién por AMP.

Una posible explicacién a esta discrepancia se puede dar
aceptando la hipdétesis que la regidén de la proteina que contie-
ne el sitio de unidén de AMP estid cerca de la regidn relacionada
con la cooperatividad. De esta forma, una modificacién de una
de las dos regiones con piridoxal-P, y en forma similar AMP_ .,
produciria una gran distorsién en los microambientes comprometi-
dos, a causa del gran volumen del reactivo modificador. Esto
impediria separar la modificacién de la cooperatividad de 1la
alteraci6n del sitio de unién de AMP. Por otro lado, el pequefio
tamafic del cianato permite hacer la modificacién sin introducir
grandes cambios en la estructura de la proteina, haciendo po-
sible modificar selectivamente la cooperatividad sin alterar
el sitio de unidbén de AMP.

Los resultados de incorporacién de cianato radiactivo

(tabla 6 y figura 29) y los grificos de Tsou (figuras 30, 31)
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sugieren que la enzima posee dos grupos amino por subunidad los
cuales se carbamilan y son esenciales para la inhibicién alosté-
rica de la enzima por AMP. Esto estid de acuerdo con los datos
cinéticos, los cuales muestran que sé6lo una molécula de reacti-
vo debe unirse por subunidad para producir la pérdida de inter-
aceidén cooperativa o la alteracidn de la inhibicién de la enzima
por AMP. La diferencia en el niimero de residuos esenciales
para la cooperatividad, obtenidos en presencia y ausencia de
Fru-I,G-Pz, podria estar de acuerdo con el efecto sinérgico en
la unién de ambos ligandos y en el cambio formacional ocasiona-
do por el sustrato. Utilizando espectroscopia diferencial ov,
McGrane y col. (1983) han demostrado que el Fru-1,6-Py no sélo
produce un cambio conformacional al interaccionar en el sitio
catalitico, sinoe que también podria interaccionar con un sitio

alostérico (inhibitorio) para el sustrato.

Ubicacidén de lisinas en estructura primaria. La localizacién
preliminar de los residuos lisina relacionados a la inhibiciédn
por AMP, mostré (figura 32) que el residuo esencial para la
afinidad de la enzima por el nucledtido se encuentra en la pro-
teina-S y no en el fragmento correspondiente al péptido-S. Este
resultado esti de acuerdo con aquellos obtenidos con AMPOx (este
trabajo), 8-azido-AMP (Marcus y col., 1981) y piridoxal-P (Cruz
Y col., 1979; Marecus y col., 1981). No obstante, con la enzima
de rifién de cerdo Marcus y col. (1981) informan que también se
obtiene una pequefia { ~ 10%) incorporacién de piridoxal-P en el

péptido-S, la que podria deberse a la pérdida de cooperatividad.




220,

Por el contrario, cuando se analizé 1la incorporacidén de
cianato en el derivado I (marca en el residuo relacionado a la
cooperatividad) se encontrd incorporacién en la proteina-S y
en el péptido-S. Puesto que el derivado III (marca inegpecifi-
ca) mostré sélo incorporacién en la proteina-S, se infirid que
el péptido-S contiene el residuo lisina asociado con la inter-
gccidén cooperativa entre los sitios de unidén de AMP.

La localizacidén definitiva de los residuos lisina asocia-
dos a la inhibicién de la enzima por AMP se establecid por los
andlisis de composicién y secuencia de los péptidos radiactivos
provenientes de la fragmentacidén de los derivados I y II. La
comparacién (ver figura 5, Apéndice) de la secuencia obtenida
para el péptido que contiene el residuo lisina relacionado a la
cooperatividad, con la del extremo carboxilo terminal del pép-
tido-S de la Fru-P,asa de rifién de cerdo (Marcus y col., 1981),
higado de conejo (El-Dorry y col., 1977) e higado de oveja
(Fisher ¥y Thompson, 1983) muestra absoluta identidad entre las
posiciones Lys-50 a Tyr-57. Debido al bajo rendimiento en
la degradacidén manual en las dltimas etapas, no se detectaron
los PTH-aminodcidos correspondientes a las posiciones sub-
siguientes. La identidad de las secuencias de los péptidos-8
de estas tres enzimas, a partir de Llys-350, refleja el rol

funcional que debe tener esta regidén de la enzima.
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La Jocalizacidén de los residuos lisina asociados al sitio
de unidn de AMP tiene un cierto grado de incertidumbre. FEn efec
to, la secuencia que se obtuvo difiere de la regién Lys-141-Lys-
150 que es el fragmento donde se une piridoxal-P (Marcus y col.,
1982; Suda y col., 1982) ¥ presumiblemente AMPox (ver figura 4,
Apéndice ), Por el contrario, munestra una alta homologia (figura
2, Apéndice ) con la regién comprendida entre los residuos -44 a -36
del fragmento carboxilo terminal de la Fru—Pzasa de higado de
conejo (Xu y col., 1982) y casi completa identidad (figura 1, Apen
dice con el fragmento Ala-291-Lys-299 de la enzima de rifién de
cerdo (Marcus y col., 1982) y el correspondiente en la enzima de
oveja (Fisher y Thompson, 19§3) (para comparacién ver figura 6,
Apendice ). Sin embargo, a pesar que la comparacién de la secuen
cias del nonapéptido proveniente de las Fru—Pzasas de rifién de
cerdo muestra una sola posicidn diferente, lamentablemente é&sta
corresponde a aquella del residuo marcado. La divergencia podria
deberse a que Marcus y col. (1981) utilizan carbamilacidn de 1i-
sinas para obtener hidrélisis triptica s6lo en residuos arginina.
Puesto que el PTH-homocitrulina ¥y PTH-glicina presentan tiempos
de elucién en HPLC similares, la lisina carbamilada (al no uti-
lizarse [14CJ cianato ) podria aparecer como glicina. Por cier
to que otra posibilidad podria ser que el péptido DII-HPIII, que
presenta una pequefla contaminacién, no contuviera £14CThomocitru—

lina y que ésta correspondiera al péptido contaminante. Sin em-

bargo, deberia darse la coincidencia que el fragmento contaminan
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te tuviera, a su vez, la marca en el residuo correspondiente a
la posicién dos de su secuencia, pues al hacer la degradacién
de Edman la radiactividad aparece después del segundo ciclo.
De acuerdo a la composicion de aminodcidos, ¥y especulando un
poco, el contaminante podria corresponder al presumible sitio
descrito para la unién de AMP (Suda y col., 1982; Marcus y col.,
1982), pero si este fuera el caso, la marca deberia de haber
apargcido después del primer ciclo o bien después del primer y
segundo ciclo. Los andlisis de secuencia no dan cuenta de esta
contaminacidén (figura 7, Apéndice).

Por otro lado, Marcus y col. (1982) encontraron que en 1la
enzima de rifibn de cerdo la secuencia alrededor de la Lys-141
(Tyr-Arg-Lys-Asn-Ser) es casi idéntica a la secuencia Tyr-Arg-
Lys-Lys-Ser descrita por el grupo de Horecker (Suda y col.,
1982). Sin embargo, un andlisis de ambos resultados muestra
que los péptidos tripticos correspondientes son diferentes (fi-
gura 4, Apéndice). Esto no es lo esperade para el fragmento que
contiene el sitio alostérico para AMP, el que deberia de pre-
sentar una alta homologia y ser altamente conservado en fructosa-

1,6-bisfosfatasas.

Activacién por K'. La activacién de Fru-P,asa por cationes mo-
novalentes ha sido estudiada (Hubert y col., 1970; Marcus, 1975;
Nakashima y Tuboi, 1976; Singh y col., 1980; Morikofer-Zweg,
1983), pero la naturaleza de la activacién permanece incierta.
Aunque un gran nimero de otras enzimas se han descrito que son

también activadas por cationes monovalentes (Evans y Sorger,
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1966; Suelter, 1974; Friedberg, 1974), el mecanismo mediante el
cual se produce la activacién no es bien conocido. Se ha pro-
puesto como funcidén general la induccidén de un cambio conforma-
cional en la enzima, para dar su forma activa (Evans y Sorger,
1966). Asi, en la quinasa pirivica, primera enzima en la que
se demostré que se requerian cationes monovalentes para su ac-
tividad (para revisidén, Nowak y Suelter, 1981), las investiga-
ciones iniciales fueron consistentes con la proposicién que los
cationes monovalentes activadores inducian un cambio conforma-
cional en la proteina para dar su forma activa (Suelter y col.,
1966), pero posteriormente se establecid un papel mis directo
para los cationes monovalentes, implicando un sitio especifico
de interaccién en la enzima (Nowak y Mildvan, 1972; Nowak, 1976)

En Fru—Pzasa se ha sugerido (Marcus, 1975) que el catiédn
monovalente podria inducir un cambio conformacional en 1la pro-
teina, actuando en un sitio distinto al sitio catalitico. Por
otro lado, se ha propuesto también la presencia de dos sitios
distintos para la accidén de los cationes monovalentes (Nakashima
y Tuboi, 1975). Uno es el sitio catalitico, en el cual el ién
estaria promoviendo la catilisis enzimitica, y el otro seria un
sitio alostérico que estaria involucrado en la induccién de un
cambio conformacional generalizado de la enzima.

Los resultados presentados en este trabajo indican que en
la Fru-Pjasa de rifibn de cerdo el K* tendria un doble efecto so-
bre las curvas de saturacién de la enzima por Fru-1,6-P, (figu-

ras 16, 49). La inhibicién de la enzima & bajas concentraciones
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de sustrato ( < 25 uM) esti de acuerdo con el efecto sugerido
para las enzimas de higado de conejo (Nakashima y Tuboi, 1976)
y de rata (Mérikofer-Zwez, 1983). La activacidén a concentracio-
nes mayores de sustrato, inicialmente descrita para las enzimas
de rifion de cerdo, higado y misculo de conejo, e higado de pes-

cado (Raja chilensis, Genipterus chilensis) (Hubert y col.,

1970), fue ratificada y ampliada para otras Fru-Ppasa (Tejwani
y col., 1976; Singh y col., 1980). Estos resultados nos induje-
ron a postular (Slebe y col., 1980; 1981) un modelo en el cual
el K¥ actuaria disminuyendo la afinidad de la Fru-Pjyasa de rifién
de cerdo por Fru-1,6-P3, tanto a nivel del sitio catalitico, co-
mo del postulado sitio alostérico para el sustrato (de Maine y
Benkovic, 1972; Marcus y col., 1973; Nimmo y Tipton, 1975 a;

Slebe y col., 1981; Meek y Nimmo, 1983).

Inhibicidén por sustrato. La inhibicién de la enzima por sus-
trato ha sido observada en numerosos laboratorios (para revisio-
nes ver Benkovic y de Maine, 1082; Tejwani, 1983), pero sélo con
concentraciones relativamente altas de Fru-1,6-P3 (> 0,1 mM),
lo cual produce dudas acerca de su rol como mecanismo regulato-
rio fisiolégico. Los resultados mostrados en la figura 16 indi-
can que Fru—1,6-P2 es inhibidor a concentraciones micromolares
¥ muy sensible a K+, de manera que a concentraciones de KT alre-
dedor de su concentracién intracelular, la inhibicién por exceso
de sustrato es eliminada. De esta manera, la activacién por el
cation monovalente se debe a una reversibén de la inhibicién por

sustrato, ya sea por competencia directa por el segundo sitio
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de unidén para Fru—1,6—P2, o a través de un sitio de unién inde-
pendiente para el catién monovalente.

Un hecho que apoyaria la hipdtesis de que el potasio actia
afectando la inhibicidn por exceso de sustrato es que la maxima
activacidn por cationes monovalentes se obtiene a pH neutro (Hu-
bert y col.,, 1970), y la midxima inhibicidén por exceso de sustra-
to (en ausencia de K') también se observa a pH neutro (Taketa
y Pogell, 1965)}. Asi, a pH alcalino el potasio no activaria
porque a ese pH no existe inhibicidn por exceso de sustrato.

Aunque se ha realizado un gran nimero de estudios de modi-
ficacién quimica (para revisién, Benkovic y de Maine, 1982), sé-
lo se ha implicado a residuos arginina en la activacién de 1la
Fru-P, asa por cationes monovalentes (Marcus, 1975). Los datos
sobre la naturaleza de la interaccidén de cianato con la Fru—ﬁﬁsa
indican que, en forma similar a los reactivos especificos de
grupos sulfhidrilos (Reyes y col., 1984; 1985), el cianato reac-
ciona especificamente con un grupo tiol en el sitio de acciédn
para el K*. A diferencia de otros bloqueadores, es decir N-etil-
maleimida, la reaccién es reversible. Esto establece que 1los
residuos cisteina son esenciales para la activacién por cationes
monovalentes.

En los estudios iniciales, por ejemplo Tabla 6, la presen-
cia de K¥ y Fru—1,6—P2, incluidos en el sistema de modificacién,
previno la disminucidén en la actividad especifica, interpretindose

este resultado como que no habria habido modificacién del sitio
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catalitico. Sin embargo, al estudiar el efecto de la concentra-
cién de potasio sobre la funcién de saturacién de fructosa 1,6-
bisfosfatasa carbamilada (figura 49), se observé una pérdida de
actividad catalitica similar a la descrita en la Tabla 16. Esta
discrepancia se explica por una compensacién de la pérdida de
actividad en la enzima modificada, por un aumento en la activi-
dad debido a la pérdida de inhibicidén por exceso de sustrato,
situacidén que no ocurre a bajas concentraciones de sustrato. El
efecto de K* a bajas concentraciones de Fru—l,é—Pz (efecto inhi-
bitorio) es similar en la enzima nativa y en la carbamilada, su-
giriendo que el sitio catalitico no es afectado y que probable-
mente la enzima carbamilada corresponde a una inactivacién par-
cial de todas las moléculas de enzima, mds que a una mezcla de
moléculas totalmente activas e inactivas (Means y Feeney, 1971).
No obstante, la caida en la actividad enzimitica es corregid;
puesto que la activacién por K* se expresa como una razén entre
las actividades medidas en presencia y ausencia del catidn ﬁono~
valente.

la pérdida y recuperacidén simultinea de la activacidén por

K+

e inhibicidén por exceso de sustrato, sugiere que los grupos
cisteina comprometidos en estas propiedades tendrian reactividad
similar y estarian localizados en forma préxima. Una posibilidad
atrayente es que haya un sclo grupo tiol implicado en ambas

propiedades.

Como el orden cinético para la pérdida de activacidén por
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potasio es cercano a 1,0 para la fase rapida, habria sélo una
familia de grupos reaccionantes implicados en esta fase de la
reaccidn, con un valor de pK igual a 7,2 (Slebe y col., 1984 a),
valor que estid dentro de los esperados para grupos sulfhidriles
de reactividad desusada (Stark, 1964; Means y Feeney, 1971).
Sin embargo, los resultados obtenidos no nos dan claridad acerca
del o los grupos comprometidos en la fase lenta de la reaccién.

Por otro lado, los resultados de incorporacidén de cianato
radiactivo (tabla 6 y figura 29) y los andlisis de Tsou (figura
47) sugieren que la enzima posee dos grupos cisteina por tetri-
mero que son esenciales para la activacién por cationes monova-
lentes. Estos resultados son apoyados por datos recientes de
modificacién de la activacién por KV con N-etilmaleimida. En
este caso hay una incorporacién de 1 mol de NEM/mol mondmero,
siendo s6lo dos residuos/tetrimero los esenciales para la acti-
vacién (datos no publicados).

La proteccidén parcial de la pérdida de activacién de la en-
zima por cationes monovalentes ejercida por AMP (figura 45), se
puede explicar a base de un cambio conformacional inducido por
el nucleétido. - Este haria que la regidn responsable de la acti-
vacidn por los cationes monovalentes esté menos expuesta al sol-
vente y apoyarian la idea de que el inhibidor alostérico AMP in-
teractiia con la enzima en ausencia de sustrato. Como se comentd
anteriormente, hay desacuerdo acerca de la interaccidén de AMP
con la enzima libre. Al respecto, Meek y Nimmo (1984) no en-

cuentran unidén de AMP a la enzima de higado de rata en ausencia
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de Fru-1,6—P2. Para explicar la unién del nucledtido a la enzi-
ma libre, observada por McGrane y col. (1983}, ellos han sugeri-
do que algunas preparaciones enzimdticas pudieran contener
fructosa-2,6-bisfosfato, lo que permitiria obtener unién de AMP
en ausencia de ambos fructosa-bisfosfatos. En algunos experimen-
tos preliminares de resonancia magnética nuclear con la enzima
‘o 2 31
de rifion de cerdo, usando la sonda natural P-AMP, no se encon-
traron sefiales de resonancia correspondientes a estos azflicares
fosfatos. Mids ain, recientemente se ha demostrado que el AMP

aumenta considerablemente la reactividad hacia NEM del residuo

cisteina relacionade con la activacién por K+, indicando que el
nucledétido se uniria a la enzima en ausencia de Fru—1,6—P2 (Reyes
y col., 1985). El aumento de la reactividad del tiol, inducido
por AMP puede interpretarse como un cambio conformacional en el
sitio dinhibitorjio para el sustrato, producido por la unién de
AMP a su sitio alostérico. El1 hecho que este efecto no sea tan
marcado en los experimentos de carbamilacidén, no tieme una ex-
plicacibén evidente. Sin embargo, podria reflejar la diferente
naturaleza de los reactivos modificadores empleados. Este

efecto requeriria un estudio mas refinado.

Efecto de Mg2+. Las Fru-P,asas, en ausencia de K*, son inhibi-
das por altas concentraciones de Mgz+ (> 2 mM) (figura 50) (Ta-
shima y Yoshimura, 1975). Un hecho notable es que la enzima
carbamilada pierde la inhibicién por el catidn divalente, lo que

se refleja en un incremento de la actividad enzimitica a altas

. 2+ . .
concentraciones de Mg~ . Este hecho, unido a que en presencia
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de potasio se observa una disminucidén de la actividad en las

mismas condiciones, insinia que la activacién de la enzima por
+ . e st s

K puede deberse en parte al anulamiento de la inhibicidén de la

Fru-Pzasa por Mg2+ . Por otra parte, los resultados muestran

que la carbamilacién produce un aumento de la K, para Mg2+. Es
interesante recordar que la activacién por cationes monovalentes
puede a su vez eliminarse por la modificacién de residuos argi-
gina con butanodiona (Marcus, 1975). Sin embargo, se desconoce
si este tratamiento altera la afinidad de la enzima por el ca-
tién divalente, puesto que el pequefio cambio que se describe en
el K4 para Mgz+ (de 0,35 a 0,41 mM) se obtuvo en ausencia de K'.
Estos resultados establecen que el residuo cisteina reactivo

comprometido en la activacidén por potasio, estd también relacio-

nado con las inhibiciones de la enzima por exceso de sustrato

+2
y Mg ~.

Efecto de Fru-2,6—P§. La considerable proteccién ejercida por
Fru—2,6-—P2 contra la modificacién del grupo tiol reactivo, com-
parada con la que presenta el Frun1,6—P2, indicaria que el resi-
duo cisteina estd ubicado en un sitio que presenta una alta afi-
nidad de unién por el Fru-2,6-P,, que no es el sitioc cataliti-
co; eventualmente seria un sitio alogtérico. Debido a la alta
afinidad de la enzima por el sustrato (Km<:10‘pM), la proteccidn
parcial ejercida por Fru—1,6—P2 a bajas concentraciones probable-

mente refleja un cambio conformacional inducido por la unién del

sustrato al sitio catalitico. S5in embargo, una proteccidn
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total de la activacibn por K* se obtuvo en presencia de concen-
traciones inhibitorias de sustrato (figura 51), lo que refuerza
la idea que la cisteina reactiva estd relacionada con el sitio
alostérico postulado para Fru—1,6—%l, responsable de la inhibi-
cién por exceso de sustrato. La posibilidad surge ahora que
este segundo sitio para Fru—l,ﬁ—Pz realmente corresponda a un
sitio alostérico para Fru—Z,é-PZ, al cual también pudiera unir-
se el sustrato, pero con menor afinidad.

El mecanismo de la inhibicién de la Fru-P, asa por Fru—Z,&Pz
es incierto. Algunos autores (Van Schaftingen y Hers, 1981;
Frangois y col., 1983; Meek y Nimmo, 1983) han propuesto la
existencia-de un sitio alostérico para el Fru-2,6—P2. Otros,
sin embargo, postulan una interaccién del Fru-2,6—P2 s6lo a ni-
vel del sitio catalitico de la enzima (Pilkis y col., 1981;
Gottschalk y col., 1982; Ganson y Fromm, 1982; Pontremoli y col.,
1982; McGrane y col., 1983; Kitajima y Uyeda, 1983). Los datos
presentados en este trabajo indican que el residuo cisteina al-
tamente reactivo estaria en, o en estrecha relacién con, un
sitio alostérico para Fru—2,6—P2.

Recientemente, Chatterjee y col. (1984) también caracteri-
zaron un grupo tiol altamente reactivo en la Fru-P, asa de rifién
de cerdo, pero ellos no relacionaron este grupo reactivo (Cys
128) con 1la propiedad de la enzima de activarse por cationes
monovalentes. Aunque la identificacidn de 1la Cys-128 se baséd

en modificacién' con yodoacetamida, pareceria que el mismo re-
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siduo reacciona especificamente con cianato y con N-etilmalei-
mida (Reyes y col., 1984; 1985), puesto que la enzima modifica-
da con yodoacetamida, N-etilmaleimida o cianato muestra un com-
portamiento similar frente a cationes divalentes.

A pesar de que no es posible con los datos presentes esta-
blecer si el residuo cisteina reactivo se encuentra préximo,
o'es parte, del sitio alostérico para Fru—2,6—P2, es interesan-
te destacar que la regidén de la molécula de enzima que contie-
ne a la Cys-128 estd altamente conservada en la Fru-Pjasa de di-
ferentes especies (Chatterjee y col., 1984). Es razonable pos-
tular entonces que esta regidén pudiera corresponder al sitio
de unién de Fru--2,6-—P2 en la Fru-P,asa.

Con todo, aun entre los autores que apoyan la existencia
de un sitio especifico para Fru—2,6—P2 en la FruwPZasa existen
desacuerdos en algunos puntos. Fran??is y col. (1983) conclu-
yen que el Fru—Z,G—Pz interactia s6lo con el sitio alostérico
en la Fru-P, asa de higado de rata, mientras que Meek y Nimmo
(1983; 1984) sugieren que el azidcar-bisfosfato puede unirse
tanto al sitio catalitico como al sitio alostérico. Aunque
nuestros resultados con la enzima de rifién de cerdo favorecen
la interaccidén del Fru—2,6—P2 con el sitio alostérico especi-
fico, se requieren estudios adicionales para resolver la con-

troversia.
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Conclusiones finales y proyecciones.

Los resultados de este trabajo establecen la existencia de
residuos lisina de reactividad diferencial relacionados con 1la
inhibicién por AMP. Mediante modificacién quimica selectiva de
estos residuos es posible separar el efecto cooperativo del
inhibidor de la afinidad de la enzima hacia el nucleétido, lo
que permitid caracterizar preliminarmente las regiones de la mo-
lécula relacionadas con estas dos propiedades. Esta modifica-
cién diferenciada abre perspectivas que hacen a este sistema un
buen modelo para el estudio de los mecanismos moleculares de la
cooperatividad en enzimas alostéricas. Por esta razén, es pre-
decible que aparecerin estudios mds concluyentes acerca de la
naturaleza del sitio de unidén de AMP, asi como también de la ca-
racterizacién fisicoquimica de los residuos comprometidos en 1a
interaccidn del nucleétido con la enzima.

Por otra parte, se muestra que existen residuos cisteina
que son esenciales para la activacién de la enzima por cationes
monovalentes. Asimismo, estas cisteinas reactivas estarian aso-
ciadas a un sitio alostérico para Fru—Z,G—Pz, el cual puede unir
Fru—1,6—P2 con menor afinidad que el sitio catalitico. Estos
hechos refuerzan la nocibén de que existe una estrecha relacién
entre los mecanismos de activacién por K'Y y de inhibicién por
exceso de sustrato.

Dado el significado funcional que tendria la existencia de

un sitio alostérico para Fru—2,6—P2 en fructosa-1,6-bisfosfata-
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sas, ubicado probablemente en Cys-128 como se comentd, es espe-
rable que se dirija un gran esfuerzo hacia el estudio de la na-
turaleza de este sitio. En este sentido, estudios de modifica-
cidén quimica como los descritos serian de gran imﬁortancia.

Indudablemente estos estudios de modificacibén quimica de-
berian complementarse con otras técnicas dirigidas a analizar
el microambiente de los sitios regulatorios de la enzima.
Con este propdésito, es atrayente la posibilidad de usar deriva-
dos fluorados de AMP y de los fructosa-bisfosfatos, como sondas
de mayor sensibilidad en estudios de resonancia magnética—nu—
clear.

Finalmente, teniendo en mente las nociones en boga acerca
de la organizacién del citoplasma intracelular, en relacidn a
que las enzimas se encontrarian formando complejos multiprotei-
cos, ya sea con proteinas estructurales del citoesqueleto o con
enzimas de su misma via metabélica (Ureta, 1985), es de interés
estudiar la interaccidn de Fru-P,asa con otras macromoléculas.
Este es un campo poco explorado y es concebible que las propie-
dades regulatorias de la enzima (activacién por K', inhibicio-
nes por AMP y Fru-2,6-P,) sean alteradas por estas interaccio-
nes putativas.

Parece asi que el estudio de las propiedades regulatorias
de la fructosa-1,6-bisfosfatasa continuari siendo un campo de

muy activa investigacidn.




234.

APENDICE

. 10 20
AcThr-Asp-Gin-Ala-Ala-Phe-Asp-Thr-Asn-Ile-Val-Thr-Leu-Thr-Arg~Phe-Val-Met-Glu-Gln-

30 40
Gly-Arg-Lys-Ala-Arg-Gly-Thr-Gly-Glu-Met-Thr~Gln-Leu~Leu-Asn-Ser-Leu-Cys-Thr-Ala-

- 50 60
Val-Lys-Ala-Ile-Ser-Thr-Ala-Val-Arg-Lys-Ala-Gly-TIle-Ala-His-Leu-Tyr-Gly-Ile-Ala-

70 80
Gly-Ser-Thr-Asn-Val-Thr-Gly-Asp-Gln-Val-Lys-Lys-Leu-Asp-Val-Leu-Ser-Asn-Asp-Leu-

20 100
Val-Ile-Asn-Val-Leu-Lys-Ser-Ser-Phe-Ala-Thr-Cys-Val-lLeu-Val-Thr-Glu-Glu-Asp-Lys-

110 120
Asn-Ala-Ile-ITle-Val-Glu-Pro-Glu-Lys-Arg-Gly-Lys-Tyr-Val-Val-Cys-Phe-Asp-Pro-Leu-

130 140
Asp-Gly-Ser-Ser-Asn~Ile-Asp-(ys-Leu-Val-Ser-Ile-Gly-Thr-11e-Phe-Gly-Ile-Tyr-Arg-

150 160
Lys-Asn-Ser-Thr-Asp-Glu-Pro-S5er-Glu-Lys-Asp-Ala-Leu-Gln-Pro-Glu-Arg-Asn-Leu-Val-

170 180
Ala-Ala-Gly-Tyr-Ala-Leu-Tyr-Gly-Ser-Ala-Thr-Met-Leu-Val-Leu-Ala-Met-Val-Asn-Gly-

190 200
Val-Asn-Cys-Phe-Met-Leu-Asp-Pro-Ala-I1le-Gly-Glu-Phe-Tle-leu-Val-Asp-Arg-Asn-Val-

210 220
Lys-Ile-Lys-Lys-lys-Gly-Ser-Ile-Tyr-Ser-Ile-Asn-Glu-Gly-Tyr-Ala-Lys-Glu-Phe-Asp-

230 240
Pro-Ala-Ile-Thr-Glu-Tyr—Ile—GIu-Arg-Lys-Lys—Phe~Pro—Pr0-A5p-Asn-Ser-AIa—Pro—Tyr—

250 260
Gly-Ala-Arg-Tyr-Val-Gly-Ser-Met-Val-Ala-Asp-Val-lis-Arg-Thr-Leu-Val-Tyr-Gly-Gly-

270 280
Ile-Phe-Met-Tyr-Pro-Ala-Asn-lys-Lys-Ser-Pro-lys-Gly-Lys-Leu-Arg -Leu-Leu-Tyr-Glu-

250 300
Cys-Asn-Pro-Met-Ala-Tyr-Val-Met-Glu-Lys-Ala-Gly-Gly-Leu-Ala-Thr-Thr-Gly-Lys-Glu-

310 320
Ala-Val-leu-Asp-Ile-Val-Pro-Thr-Asp-lle-His-GIn-Arg-Ala-Pro-ile-Ile-Leu-Gly-Ser-

. 330 335
Pro-Glu-Asp-Val-Thr-Glu-Leu-Leu-Glu-Ile-Tyr-Gln-Lys-His-Ala

igura 1A. Secuencia de aminodcidos del mondmero de la fructosa
6-bisfosfatasa de rifibn de cerdo. Tomada de Marcus vy col.
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Figura 2A. Secuencia de aminoicidos del fragmento carboxilo ter-
minal de la fructosa-1,6-bisfosfatasa de higado de conejo.
Tomada de Xu y col. (1982}).
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Ac~A1a-Asp—Lys—Ala—Pro—Phe—Asp—Thr—Asp—I%L—Ser-Thr—Met—ThruArg
?he—Val—Met—Glu—ET;—Gly—Arg—Lys—Ala—Gly—Gly—Thr—Gly—Glu—Mﬁ%
Thr—Gln—Leu—Leu-Asn—Ser—Leu—Cys-Thr—;fa—Val—Lys—Ala—Ile—Ser

Thr—Ala—Val—Arg—ﬁ?s—Ala—Gly—Ile-Ala—His-Leu—TyruGly—Ile~;?a

Figura 3A. Estructura primaria del péptido-S formado por diges-
tidén de la fructosa-1,6-bisfosfatasa de higado de conejo con
subtilisina. Tomada de El-Dorry y col. (1977).
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Sitio Activo

2N 281
Higado de conejo: Pro—Asp—G1y-Ly§—Leu—Arg—Leu—Lpu-TyrhGlu—Cys (1}

Rifién de cerdo: Pro-Lys-Gly-LyE-Leu—Arg—Leu—Leu—Tyr—Glu—Cys (2)

Higado de oveja: Pro-Ser-Gly-Lys-Leu-Arg-Leu-Leu-Tyr-Glu-Cys (3)

Sitio Alostérico para AMP

140 150
Higado de conejo: Arg—Lyg-Lyg—Ser-Thr—ASp-Ala—Leu—Gln—Gly—Arg (4)
Rifién de cerdo: Arg—Lyg—Asn—Ser—Thr—Asp—Glu—Pro—Ser-Glu—Lys (2)
Higado de oveja: Lys-Lys-Ile-Ser-Lys-Asp-Asp-Pro-Ser-Glu-~-Lys (3)

Figura 4A. Secuencia de aminoidcidos alrededor de las lisinas reac-
tivas de diversas fructosa-1,0-bisfosfatasas. La identificacién de
las lisinas reactivas se realizd por modificacién con piridoxal-
fosfato, los residuos N6(fosfopiridoxil)lisinas son indicados por
los asteriscos. Las .secuencias de la enzima de oveja se compatibi-
lizaron por homologia. Los nimeros corresponden a la posicién de
los residuos dentro de la estructura primaria de la enzima de ri-
fibn de cerdo (Marcus y col., 1982). Datos de: 1, Xu y col. (1981),
2, Marcus y col. (1982); 3, Fisher y Thompson (1983) y, 4, Suda y
cel. (1982).
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50 57
Esta tesis: Ly§¥Ala-Gly-Ile—Alaaﬁis—Leu—Tyr

Rifién de cerdo: Lys-Ala-Gly-Ile~Ala-His-Leu-Tyr-Gly-Ile-Ala (1)
Higado de conejo: Lys-Ala-Gly-Ile-Ala-His-Leu-Tyr-Gly-Ile-Ala (2)

Higado de oveja: Lys-Ala-Gly-Ile-Ala-His-Leu-Tyr-Gly-Ile-Ala (3)

Figura 5A. Comparacidon de las secuencias del extremo carboxilo-
terminal del péptido-S de diferentes fructosa-1,6-bisfosfatasas
con la responsable de la cooperatividad hacia AMP en la enzima de
rifion de cerdo. Los niimeros corresponden a la ubicacién del resi-
duo dentro de la estructura primaria de la enzima de rifién de cer—
do. El asterisco muestra el residuoc lisina que se modifica con
cianato. Datos de: 1, Marcus y col. (1981); 2, El-Dorry y col.
(1977); 3, Fisher y Thompson (1983).

291 299
Esta tesis: Ala—LystGly—Leu—Ala-Thr—Thr—Gly—Lys

Higado de conejo: Ala-Phe-Ile-Met/Ala-Thr-Thr-Gly-Lys (1)
Rifién de cerdo: Ala-Gly-Gly-Leu-Ala-Thr-Thr-Gly-Lys (2)

Higado de oveja: Ala-Gly-Gly-Met-Ala-Thr-Thr-Gly-Lys (3)

Figura 6A. Comparacién de la secuencia supuestamente relacionada
con el sitio de union de AMP con secuencias complementerias de di-
ferentes fructosa.l,6-bisfosfatasas. Los nifimeros corresponden a la
ubicacién del residuo dentro de la secuencia del tetrimero de 1la
enzima de rifién de cerdo. El asterisco muestra el residuo lisina
que se modifica con cianato. Datos de: 1, Xu y col. (1982); 2,
Marcus y col. (1982) y, 3, Fisher y Thompson (1983).
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