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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

AMPC 3'-5' adenosina monofosfato ciclico
ATP 5' adenosina trifosfato
8-Az-AMP _ 8-Azido-3'-5' adenosina monofosfato ciclico
Arg Arginina
CM-Sephadex Corboximetil Sephadex
cpm cuentas por minuto
D.O. densidad dptica
DEAE dietilaminoetil
EDTA etilendiamintetracetato
GMPc 3'-5' guanosina monofosfato ciclico
Gly glicina
K kilo Dalton
Leu leucina
/u,mol micromol
min minufos
Mr peso molecular
pmol picomol
P ortofosfato unido a proteina

P ortofosfato libre



Pipes
rpm
TCA
Tris
SDS
Ser

Val

piperazina-N,N'-bis (2-acido etanolsulfénico)
revoluciones por minuto

dcido tricloroacético

2-amino-2 Uﬁdroximet”)-1,3.proponodiol
dodecilsulfato sédico

serina

valina
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I. FOSFORILACION Y DEFOSFORILACION DE PROTEINAS

La fosforilacién y defosforilacién de proteinas era un
fendmeno conocido desde hacia muchos afos y fue como con-
secuencia de los trabojos realizados por KREBS y FISCHER
(1, 2) que adquirid real importancia en la bioquimica. Ac -
tvalmente se considera que al menos en sistemas eucariontes
superiores es el principal mecanismo de regulacién post-tra
duccional de procesos celulares que responden a estimulos
hormonales y nerviosos.

El estado de fosforilacion de uno proteina dada, esté
controlado por la actividad de dos grupos de enzimas: las
quinasas de proteinas y las fosfatasas de fosfoproteinas. La
incorporacidén del grupo fosfato de un nucledsido trifosfato
al aminodcido aceptor en el sustrato protéico esta cataliza-
da por las quinasas de proteinas y puede representarse por la
ecuacion:

Me2+
NTE + Proteina »Proteina-P + NDP

Siendo NTP en general ATP, aunque se conocen algu-

nos casos en el cual el dador de fosfato es el GTP (3, 4)

+ . +
Me2 representa un metal divalente, generalmente M92 y



2+

en ciertos casos Mn™ |
La remocidn del fosfato unido covalentemente a la
proteina estd catalizado por las fosfatasas de fosfoproteinas

(5, 6) segin la ecuacidn:

Proteina + Pi

Proteina-P + H2O

Un gran nimero de proteinas responsables del control
de diferentes vios metabdlicas y eventos regulatorios en la
célula, son sustratos de las quinosas de proteinas, sufrien-
do como respuesta a esta modificacién covalente, una pro-
funda alteracidén en sus propiedades. Este cambio radical en
la actividad de los proteinas como consecuencia de su fosfg
rilacidn, se puede explicar por la alta energia libre de hi-
drélisis AGO que conserva la unién fosfato-proteina. La u-
nidn serina-fosfato en una proteina tiene unA G° = -6.5
Kcal/mol. En las mismas condiciones la variacién de la e -
nergia libre AGO de la unién serina-fosfato libre es de so
lo -2.9 K cal/mol (7). El clivaje de una unidn proteina-fos
foto proveeria entonces una considerable cantidad de ener-
gia que podria ser utilizada para causar cambios conforma -

cionales de importancia en la estructura proteica.



11. CLASIFICACION DE LAS QUINASAS DE PROTEINAS,

Las quinasas de proteinas actian en la célula como
transductores, siendo las mediadoras de los efectos de molé-
culas, tales como Ca™ , AMP_ o GMP_ y que actban como
mensajeros de sefiales que provienen del exterior de la célu
la. Estas moléculas efectoras tienen la capacidad de unirse
a las quinasas de proteinas para producir su posterior acti -
vacidén. La estructura de esta familia o grupos de quinasas
de proteinas que responden a diversas moléculas activadoras,
puede ser descripta con un esquema comin que comprende dos
zonas, dominios o subunidades en la molécula proteica, ca-
da una con una funcidn especifica. Una zona, dominio o su.k_>
unidad con capacidad receptora del efector y otra subunidad
o zona catalitica, que es la responsable de la actividad fos
forilante propiamente dicha. Segin el grupo de quinasas de
proteinas del cual se trate, dichos zonas o dominios pueden
ocupar una porcidn de la misma cadena polipeptidica o ser
cada una de ellas una subunidad diferente.

KREBS y BEAVO (8) hicieron una clasificacién de las

quinasas de proteinas segin la molécula efectora de la cual



depende la actividad fosforilante. La tabla | muestra esta

clasificacidn completada con algunos hallazgos posteriores

(7).
TABLA |
Clasificacién de las quinasas de proteinas

Categorf Molécula efectora

A GMP,

B C02+

C ARN de doble cadena

D Hemina

E Factor epidérmico de crecimiento (FEC)

F Poliaminas

G Independientes o de modulador desconocido

H AMPC

A- Quinasas de proteinas dependientes de GMPC

GREENGARD y KUO (9, 10) fueron los primeros en des-
cubrir en artrépodos una actividad quindsica dependiente

de la presencia de GMP_. Posteriormente fue encontrada



también en mamiferos (11, 12),

La purificacidn de las quinasas de proteinas dependien-
tes de GMP_. de pulmén (13) y de corazdn bovino (14), pusie-
ron de manifiesto que la enzima es activada de manera espe-
cifica por el nucledtido ciclico, estando las actividades ca-
talitica y receptora de GMP_ en la misma cadena polipepti-
dica. Asi lo demuestran los experimentos de proteolisis limi-
tada con tripsina, que permiten obtener un fragmento de Mr=
65 K con ambas actividades. Si la protedlisis no es controla
da se pueden obtener ambas actividades en fragmentos dife -
rentes (15). La localizacidn precisa de ambos dominios o zo
nas no ha sido ain dilucidada. Actualmente se sabe que la
estructura polimérica de la enzima corresponde a la de un di
mero de Mr=175-180 K formado por dos subunidades iguales
de Mr=79-82 K, las cuales estén unidas por puentes disulfu_
ro (15, 17, 18).

Basdndose en la estequiometria de la unién de GMP,

( H3) a la enzima homogénea eluida con el nucledtido radiac
tivo de dos tipos de columnas de afinidad; la 8-(2 aminoetil-
amino-AMP_ Sepharosa (20) y la 8-(2 aminoetil)-tio-GMP_

Sepharosa (21), se concluyd que por cada mol de mondmero



se une un mol de GMPC segun muestra la ecuacidn:

Ep + 2 GMP_ 3 ~E, GMP_,

Los trabajos actuales estan dirigidos al estudio de los
sustratos especificos de esta enzima. Inicialmente se creyd
que tendria una alta especificidad de sustratos dado los efec
tos fisiologicos opuestos que estaban asociados con un incre
mento del GMPC utilizado, si se los compara con los desen -
cadenados por un aumento en el contenido celular de AMP _
(22, 23). Sin embargo un andlisis detenido de la especifici-
dad de sustratos proteicos (24, 25) y de sustratos peptidicos
(26) de la quinasa de proteinas dependientes de GMP_. mues-
tra notables similitudes con la quinasa dependiente de AMP_.
Ambas enzimas pueden catalizar la fosforilacidn de protei -
nas tales como: histona, protamina, caseina, piruvato quina
sa, fosfolamban, glucdgeno sintetasa e inhibidor | de la fos
fatasa de fosfoproteina, aunque la enzima dependiente de
GMPC lo hace con una velocidad menor que la dependiente
de AMPC. Otro grupo de sustratos proteicos de ambas enzi -
mas son las proteinas Gy y G (27) del grupo de proteinas

G del misculo liso, y la subunidad regulatoria de las quina



sas de proteinas dependientes de AMP_ de tipo | (28).

No se sabe si de todos estos sustratos alguno es fisio~
légico o si solo son capaces de ser fosforilados in vitro. Los
bajos niveles celulares de GMP_ hacen que el estudio de los
efectos del GMP_ presente mds dificultades que en el caso
del AMPC.

Hasta el momento no ha sido establecida univocamen-
te una relacidon precisa entre la fosforilaciédn de algdn sustra
to proteico y un evento celular mediado por el GMP_, si bien
en trabajos recientes se observd que un nimero de proteinas
no identificadas se fosforilan cuando preparaciones crudas de
membrana de misculo liso y de linfocitos, son estimuladas
con GMP_ y no cuando lo son con AMP_ (29-31).

La figura | muestra un modelo elaborado por FLOCKHART
y CORBIN (7) sobre la estructura de esta enzima y su interac-
ciédn con el GMP_. El sitio AAS en ambas subunidades indica
e.l sitio de autofosforilacidn, es decir de incorporacidn deun
grupo fosfato intramolecularmente cuando la enzima es incu-
bada con ATP en ausencia de GMP_. S representa el sustrato
proteico que vc a ser fosforilado.

Este mocelo se fundamenta en las siguientes evidencias



\-j
R C
_f\__ a) forma
< A A inactiva
SAA ,tulxsL
C
N\ R

GM%O

b) forma
activa

Figura 1: Modelo de FLOCKHART y CORBIN (7) para explicar la
forma de interaccionar del GMP_ con la quinasa de pro-

teinas dependiente de GMPC
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experimentales encontradas por diversos autores;:

1.~

El GMPC estimula la actividad fosforilante pero inhibe
la autofosforilacidén (17, 32).

Bajas concentraciones de tripsina activan a la quinasa
de proteina y anulan la propiedad de la enzima para au
tofosforilarse (17).

El reactivo 1,3-butadiona que es un modificador del a-
minodcido arginina en las proteinas, bloquea la autofos
forilacidn y estimula la accidon fosforilante en ausencia
de GMP_ solo si la modificacion se hizo en presencia de
GMP_.

El GMP_ no produce alteracidén del radio de Stokes.
Utilizando el 5' p-fluorosulfonilbenzoil adenosina como
marcador de afinidad del sitio de unidn del ATP, la inhi

bicidn de la actividad fosforilante de la enzima no es a

fectada por el GMPc (33).

En efecto, el modelo de la figura | es consistente

con dichas evidencias experimentales. Cuando el GMP_ se

une a la zona o dominio regulatorio de la molécula, se pro-

duce un cambio estérico en la misma, quedando la porcidn

catalitica en condiciones de fosforilar al sustrato (forma b
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de la figura 1), En la enzima activada, el sitio de autofosfo
rilacidén cercano al dominio regulatorio no quedaria en una
posiciéon favorable para que la zona catalitica lo fosforile.

La activacidn por la tripsina también se explica con
este modelo, ya que la tripsina ejerce su accidn proteolitica
sobre el dominio regulatorio, inhibiendo, por destruccidn
del sitio AAS, la posibilidad de fosforilacidén y dejando ade
més expuesta la zona catalitica.

El reactivo 1,3-butadiona, modificador covalente del
aminodcido arginina, bloquea ldgicamente la autofosforila -
cién al interaccionar con las argininas que estén en el entor
no de la serina fosforilable. Si esta modificacidn tiene lugar
en presencia de GMP_ el dominio catalitico queda expuesto
y como las argininas del sitio AAS quedan permanentemente
modificadas al desaparecer el GMP_ activante, la molécula
no puede volver a su estado original (forma a de la figura
).

Finalmente si se uvtiliza el 5' p-fluorosulfonilbenzoil
adenosina como marcador por afinidad del sitio del ATP en
la zona catalitica, se anula irreversiblemente la capacidad

fosforilante. El hecho de que esta modificacidn no se vea a



fectada por el GMPC, corrobora que este sitio se encuentra
expuesto en ambas formas de la enzima, la activada y la no
activada,.

B- Quinasas de proteinas dependientes de Ca2*,

Se conocen dos tipos dequinasas de proteinas que
2+ . -

son activadas por Ca” ; la quinasa de la cadena liviana de
la miosina y la fosforilasa quinasa. El laboratorio de PERRY
(34) fue el primero en informar la fosforilacidén de la cade-
na liviana P, componente de la cabeza de la miosina. En un
principio se pensd que la fosforilacidén era catalizada por la
fosforilasa quinasa pero luego se descubrid que la responsa-
ble de la fosforilacidén era una enzima contaminante, que
también era activada por concentraciones fisioldgicas de Ca2*
(35). La quinasa de la cadena liviana de la miosina fue pu -
rificada a homogeneidad y se determind su estructura, la
cual resultd ser monomérica con un peso molecular de 80 K
a 105 K segin el misculo de donde se la aislara (36, 37).

Los principales sustratos de esta enzima in vivo son

el ATP.Mg2- como dador de fosfato y la cadena liviana de

la miosina como sustrato proteico., Esta enzima al igual que



las otras puede autofosforilarse, precisando para ello de la

2+

presencia de Ca y calmodulina., El sitio de autofosforila-
cién es el mismo que es fosforilado por la subunidad catalf-
tica de la quinasa dependiente de AMP_ (38). La determina-
cion de la secuencia primaria dgl sitio de autofosforilacidn
de esta proteina obtenida de diversas fuentes (mdsculo esque
lético de pollo y de conejo, buche de pollo y pechina)
muestran que tiene una estructura primaria comdn; Ser (p)-
Asn-Val-Phe (7).

El componente regulatorio de esta enzima (37-39)
tiene un Mr=17 K y fue identificado como la calmodulina
(inicialmente descubierta como una proteina termoestable
que activaba una fosfodiesterasa de cerebro en presencia de
bajas concentraciones de Ca2*) la cual es considerada ac -
tualmente como el principal receptor citoplasmdtico de C a2t
en células superiores. El mecanismo de activacién comprende
primero la unidén del Ca2* a la calmodulina, y luego la com
binacidn del complejo calmodulina-Ca?* con la subunidad
catalitica en una relacidon de uno a uno para formar de este

modo la enzima capaz de fosforilar la cadena liviana de la

miosina.
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La fosforilasa quinasa es la enzima que convierte a
la fosforilasa b a su forma activa a la fosforilasa a. Esté for
mada por cuatro subunidades oL,P,a',J, organizadas de for-
ma tetramérica (d'P'D"J )4 con un Mr = 1.310° (41, 42).

Las subunidades ot y (3 son fosforiladas por la subu-
nidad catalftica de la quinasa dependiente de AMP_ en dos
residuos serinicos. Estas subunidades tienen una aparente fun
cidn regulatoria, la subunidad ﬂ es fosforilada més rapido y
esté relacionada con un aumento en la actividad de la enzi-
ma. La subunidad of no tiene relacidon directa con la activi-
dad catalitica de la enzima, pero puede estimular la veloci-
dad de defosforilacidén de la subunidcd‘e (43).

La subunidad § es la subunidad catalitica y fue puri-

ficada a homogeneidad a partir de misculo de conejo por tra-

tamiento de la holoenzima con BrLi 1 M o ATP 100 mM a 0°C.

Aparentemente existe como un dimero de Mr = 42 K
después de su aislamiento (44). Lo subunidchfiene la capa
cidad de unir Ca2t y por determinacidén de la secuencia de
aminodcidos fue identificada como la calmodulina (45).

Se desconoce el mecanismo de accidén que sobre las

subunidades oA o (3 , pueda tener la subunidad J luego de



unirse al CaZt,

Existe también un grupo muy interesante de quinasas
de proteinas, ampliamente distribuidas en tejidos mamiferos,
que son dependientes de la presencia de fosfolipidos y acti-
vables por Cal*,

Estas quinasas se activan por asociacidn reversible

con fosfolipidos de la membrana en presencia de concentra-

ciones micromolares de Ca2” (46 - 48).

C- Quinasas de proteinas dependientes de hemina.,

Al estudiar la sintesis de proteinas en reticulocitos
de conejo y en sus lisados se observd que era dependiente
del agregado de hemina (49). En un lisado sin agregado de
hemina, la sintesis de proteinas tiene lugar por algunos mi-
nutos y luego decae abruptamente. Ademés esta inhibicidn
de la sintesis proteica estd caracterizada por la répida de-
sagregacidén de los polirribosomas (50). Esta inhibicidn tie-
ne lugar a nivel de la iniciacién de la sintesis de proteinas
y es debida a la actividad de una quinasa de proteinas que
fosforila especificamente la menor de las subunidades del

factor de iniciacidén 2, el elF-2o¢ (51, 52) impidiendo la
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formacién del complejo ternario elF2-GTP-Met.,RNA y la
subsiguiente unidén a la subunidad ribosomal 40 S. La hemina
actia como un modulador negativo de la actividad de esta
quinasa de proteinas, es decir su presencia inhibe la activi-
dad fosforilante de la enzima y por lo tanto funciona la sin-
tesis proteica. Esta quinasa de proteina ha sido designada co
mo IRH (Inhibidor regulado por hemina) o RCH (Represor con-
trolado por hemina) (53).

Este IRH o RCH ha sido purificado a homogeneidad y
presenta un Mr= 80-95 K (53).

En ausencia de hemina el IRH es activado a partir de
una forma inactiva (54). Existen evidencias indirectas que la
conversidn de la forma inactiva a la activa involucra un cam
bio conformacional (54) y que la hemina bloquea la conver -
sidén uniéndose a la especie inactiva (55).

Del tratamiento del IRH con reactivos sulfhidrilicos
se obtiene una forma de la enzima conocida como IRH irrever
sible, dado que no puede ser inhibido por la hemina (56).
Ambas formas tienen pesos moleculares similares y presentan
una cinética de inhibicion de la sintesis proteica que es bi-

fasica., La hipdtesis de que el AMP_ pudiera afectar al siste



ma por interaccidén de la subunidad regulatoria de la quinasa
de proteina dependiente de AMP_. con la quinasa de elF2o
dependiente de hemina ha sido totalmente descartada (57) y
la inhibicidn que ocurre a altas concentraciones de AMP
(10 mM) parece ser debida a un efecto de competicion con el

ATP (53).

D- Quinasas de proteinas dependientes de ARN de doble ca-

dena.

Las quinasas de proteinas dependientes de ARN de do
ble cadena revisten un interés particular por el papel que
tienen en la accidn antiviral en células tratadas con inter-
ferén. Las primeras evidencias experimentales de su existen
cia se tuvieron cuando se vid que el citoplasma de células
infectadas por poliovirus podia inhibir la sintesis de protei-
nas en lisado de reticulocitos. Subsecuentemente se demostréd
que el ARN de doble cadena de origen viral inhibia la ini -
ciacién de las cadenas polipeptidicas (58).

FARRELL (59) en 1977 descubrid que la inhibicidn se
debia a la activacidén de una proteina quinasa que fosforila-

ba la subunidad oCdel factor de iniciacién 2 elF2, en un si-
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tio que parece ser el mismo que fosforila la quinasa depen -
diente de hemina (60).

La enzima se purificé a homogeneidad a partir de li-
sados de reticulocitos de conejo y tiene un peso molecular
de 67-70 K (61, 62). No se conoce el mecanismo por el cuadl
el ARN de doble cadena activa a la quinasa de proteina, aun
que en un primer paso el ARN de doble cadena se uniria a la

quinasa (61-62).

E- Quinasas de proteinas dependientes del factor epidérmico

de crecimiento (FEC).

El factor epidérmico de crecimiento (FEC), es una

hormona peptidica mitogénica, es decir estd intimamente |i-
- L d - ’

gada a los procesos bioquimicos que llevan a la célula a cre
cery a multiplicarse. Este factor se une a receptores espec’
ficos en la membrana de la célula e inicia un nimero diverso
de respuestas celulares (63).

Algunas de estas ocurren inmediatamente a la unidn
de la hormona, cuando todavia estd en la superficie de la
”» - - - . A .
célula, otras pueden requerir internalizacidn o degradacidn

del complejo hormona receptor. Una respuesta de mucho in -
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terés es la estimulacidn rdpida de la fosforilaciéon de un ni-
mero de proteinas asociadas a la membrana (64). Esta respues
ta ha sido observada en diferentes lineas de células en culti
vo (65-67).

El sistema de quinasa de proteinas dependientes de
FEC mdas estudiado es el de las células A431, una linea celu
lar de carcinoma epidérmico humano. Esta |inea es particu -
larmente Otil por el gran ndmero de receptores de FEC que
tienen sus membranas. El mecanismo por el cual el FEC esti-
mula la fosforilacién aln no es conocido. Una particularidad
de esta quinasa es que fosforila grupos tirosinas en el sustra
to proteico, al igual que las quinasas de proteinas virales
que se describen mas adelante (68).

La actividad receptora de FEC y la actividad de qui-
nasa de proteinas tienen diferentes estabilidades al calor
(65) y diferente sensibilidad a la N-etilmaleimida (69), su-
giriendo que son moléculas diferentes. Sin embargo la acti -
vidad quindsica copurifica con la actividad receptora de
FEC en columna de afinidad de FEC unida covalentemente a
una resina., Cuando el eluido de esta columna, se analiza

por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS apa -
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recen dos bandas principales de Mr=170 y 150 K, dependien
do las cantidades relativas de cada proteina del método uti-
lizado para aislarlo (69-70). Si este complejo receptor-qui-
nasa se somete a electroforesis en condiciones no desnatura-
lizantes o a una cromatografia de lentil-lectina o a inmuno-
precipitacién con antisuero preparado contra la banda de Mr=
170 K aislada de un gel de poliacrilamida con dodecilsulfa-
to sddico, copurifican las actividades quindsica y receptora
de FEC, lo cual sugiere que ellas forman una séla molécula
o estdn fuertemente asociadas (69).

Esta hipdtesis se ve reforzada con los experimentos
de marcacidén por afinidad usando 5-p-fluorosulfonilbenzoil-
(8-C]4) adenosina. Se observa que paralelamente a la inhibi
cién de la actividad quindsica estimulable por FEC, hay in-
corporacidon de 5-p-sulfonilbenzoil (8-C]4) adenosina en las
bandas de Mr= 170 y 150 K (69). Andlogamente al sistema re
ceptor de!l FEC, recientemente se descubrid que el receptor

de la insulina, es él mismo una quinasa detirosina (71).

F- Quinasas de proteinas dependientes de poliaminas.

A partir de 1970 se produjo un gran incremento en
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el nimero de estudios que se encararon sobre las poliaminas,
en células eucariotas y procariotas y en sistemas in vitro.
En estos trabajos se investigd su interaccidn sobre los acidos
nucleicos, enzimas y polimeros de todas clases. Se encontro
que las poliaminas naturales alifaticas, espermina, putresci
na y espermidina tienen efectos reguladores sobre un gran nd
mero de procesos celulares, tales como: ensamble viral, es-
tructura y sintesis de ADN, actividades 9nzim6ficas, proce-
sos de transcripcidn y traduccidon, etc. (72).

KUEHN et al. (73) identificaron y caracterizaron v -
na quinasa de proteinas de nicleos y nucleolos de Physarum

polycephalum que fosforila una proteina no histénica de Mr=

70 K de manera especifica. Esta actividad quindsica es depen
diente de la presencia de espermidina y espermina. Posterior-
mente los mismos autores aislaron una enzima con caracteris-

ticas similares de espermatozoides de epididimo bovino (74).

G- Quinasas de proteinas independientes o sin modulador co-

nocidos.

En este grupo estdn incluidas todas aquellas quina -

sas de proteinas a las que aln no se les encontré un modula-
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dor de su actividad y que se agrupan con el término de inde
pendientes o asociadas al nombre del sustrato que fosforilan.
Tal es el caso de la quinasa de piruvato dehidrogenasa. Es-
ta enzima en células de mamiferos es exclusivamente mitocon
drial y cataliza la fosforilacién en tres sitios de la piruvato
decarboxilasa de un modo muy especifico (75).

Otras quinasas de proteinas incluidas en este grupo
son aquellas que tienen mayor preferencia por caseina que
por histona como sustrato. Han sido purificadas quinasas de
caseina de diversas fuentes tales como: levadura, células de
tumor ascitico, higado de rata y reticulocitos de conejo (7).
Estas quinasas se denominan | y Il segdn el orden de elucidn
de una cromatografia en DEAE-celulosa, por analogia a las
quinasas dependientes de AMPC, y son diferentes en su estruc
tura polimérica y especificidad por el nucledsido trifosfato
(7). AGn no se conoce la funcidn que cumplen en el metabo-
lismo celular,

Recientemente fue descubierta una nueva clase de
quinasas de proteinas que fosforilan residuos de tirosina en
los sustratos proteicos (76). La fosfotirosina no habia sido

detectada como constituyente de proteinas hasta que se ob-



servo que el aminodcido fosforilado por ciertas proteinas
transformantes de origen viral era tirosina. Tal es el caso
de los productos del gen VSA (virus de sarcoma de aves (76)
y del RSV (virus de sarcoma de Rous y del VSF (virus de sar-
coma felino (7).

Las transformaciones malignas del VSA se deben a u-
na proteina que es un producto del gen src y que se la cono-

sre (77, 78). Una gran variedad de experimen -

ce como ppb0
tos indican que la pp60%'C es una quinasa de proteinas capaz
de fosforilar proteinas en un residuo tirosina. Las células
normales tienen un gen, el sarc, cuyo producto es una protei
na andloga a la pp60°™®, liamada pp60°°'© la cual también
tiene actividad fosforilante de tirosina (79). La cantidad de
fosfotirosina presente en las proteinas de células transforma
das por RSV se incrementa de cinco a diez veces sobre la de

células normales (80). La pp60°T€

es ella misma una fosfopro
teina que contiene dos sitios fosforilables., Una serina loca-
lizada en la parte media de la cadena polipeptidica y que

puede ser fosforilada por quinasas de proteinas dependiente

de AMP_ y una fosfotirosina localizada en el extremo car -

boxilo terminal de la proteina (81). Ambos sitios de fosfori
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lacién parecen regular la actividad enzimética. En extractos
libres de células esta quinasa de proteina es capaz de fosfo
rilar muchos sustratos, sin embargo in vivo pocos sustratos
han sido identificados (81). Uno de €stos es la vinculina que
es una proteina de Mr= 130 K asociada a las placas de adhe-
sién celular y otras dos proteinas de embriones de pollo de
46 K y 28 K (82) que son fosforiladas cuando se infectan los
mismos con RSV, y que fueron identificadas como las enzi -
mas glucolfticas:enolasa y fosfoglicerato mutasa respectiva-
mente.

No obstante que el fosfato unidoa la tirosina repre-
senta sélo el 0.05% del total del fosfato resistente a la hi -
drélisis Gcida en las proteinas de células animales, las qui-
nasas de proteinas especificas para tirosina pueden ser una
clase muy importante de enzimas regulatorias dado el papel
que tienen en algunos tipos de transformaciones virales y po
siblemente en otros mecanismos de transformacidn neopldsica

de las células.

H- Quinasas de proteinas dependientes de AMP_
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1- Metabolismo del AMPC

En 1957 SUTHERLAND (83), trabajando en el metobo_
lismo del glucdgeno, descubrié que el efecto activante de la
epinefrina y del glucagdn sobre la fosforilasa era debido a u
na molécula pequedia y fermoesfobl.e, que resulto ser el AMP_.
Posteriormente, el mismo SUTHERLAND (84) le asigndé el pa-
pel de segundo mensajero, siendo el primer mensajero las hor
monas encargadas de llevar la informacidén desde el tejido
donde se producen hasta la célula receptora. El segundo men
sajero o AMP_, transmite esa informacién a la maquinaria ce
lular. Las hormonas peptidicas, las catecolaminas y las pros-
taglandinas modifican los niveles intracelulares de AMPC.
Por otra parte el AMP _y las quinasas de proteinas estan pre
sentes en concentraciones similares en todos los tejidos de
mamiferos, adn en aquellos en los cuales el metabolismo del
glucégeno es de poca importancia (85). Estos hechos Ilevaron
a postular el siguiente esquema para el proceso de regulacién

hormonal de funciones celulares dependientes de AMPC (86):
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HORMONA
PRODUCCION DE AMP_
ACTIVACION DE LA QUINASA DE PROTEINAS
FOSFORILACION DE PROTEINAS
(Modificacién de la funcién)

EFECTO FISIOLOGICO

El primer paso en este proceso es la unidén de la hor-
mona a un receptor especifico que se encuentra en la superfi
cie externa de la membrana plasmética. Esta interaccidén hor-

. [ 4 - -
mona-receptor lleva a la activacidén de la adenilato ciclasa,
Esta enzima es la que cataliza la sintesis de AMP_ segin la

siguiente reaccidn ATPMez- ----- »AMPC + PP,. Las ciclasas

. . cr e + .
de eucariontes superiores utilizan Mg2 , mientras que las de

organismos inferiores utilizan Mn2+.

Salvo raras excepciones la adenilato ciclasa se en -
cuentra asociada a la membrana citoplasmdtica (87). Como
consecuencia de la activacidén de la adenilato ciclasa se pro
duce un aumento de los niveles intracelulares de AMP_y por

. - . - 3 L4
consiguiente la activaciéon de la quinasa de proteinas depen

diente de AMP_. Esto produce la fosforilacidn de algidn sus-



trato a consecuencia de lo cual se modifica su funcidn y por
lo tanto hay un efecto fisiolégico determinado. Las otras en
zimas que regulan el metabolismo del AMP_ son: la fosfodies
terasa (88, B9) que es la que cataliza la degradacién del AMP

ciclico segin la reaccion:

. +
Me Siendo Me2 generalmente

© M92+ o Mn2+.

y la fosfatasa de fosfoproteinas que cataliza la hidrélisis

del grupo fosfato en el sustrato proteico revirtiendo enton -
ces el efecto fisioldgico causado originalmente por la accion
hormonal (5, 6).

Una prediccidn obvia inmediata de este modelo es
que debe existir un gran nimero de sustratos para las quina -
sas de proteinas dependientes de AMPC, para explicar la gran
diversidad de la accidén hormonal en los diferentes tejidos.
KREBS (90) propuso un nimero de requisitos que deben cum -
plirse para decidir si un efecto particular del AMP_ es me -
diado por fosforilacidn proteica o no.

Los criterios de KREBS son los siguientes:

1) El tipo de célula involucrado en el efecto del AMP_ con_
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tiene una quinasa de proteinas.,

2) Existe un sustrato proteico que tiene una relacién funcio
nal con el proceso mediado por el AMP_.

3) La fosforilacidén del sustrato altera su funcién in vitro.

4) El sustrato proteico se modifica in vivo en respuesta al
AMP _.

5) Existe una fosfatasa de fosfoproteinas capaz de revertir

el proceso.

Hay tres efectos del AMPC que hoy ya son clésicos pa
ra los cuales se cumplen todos los criterios anteriores:1) la
aceleracién de la glucdgenolisis, proceso en el cual ya ha
sido demostrado la cadena de fosforilaciones que llevan ala
activacién de la glucdgeno fosforilasa,2)la inhibicién de la
sintesis de glucdgeno por inactivacidn de la glucégenosinte-
tasa (91-93) y 3)aumento de la lipdlisis en tejido adiposo
por activacién de la lipasa (94).

Del grupo de las quinasas de proteinas descriptas has
ta el presente, la que ha sido mds extensa y exhaustivamen-
te estudiada es la dependiente de AMPC. Este tipo de enzima

fue descripta por primera vez en 1968 (95, 96). En organis -
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mos eucariontes superiores, estas enzimas tienen una estruc-
tura tetramérica formada por dos subunidades cataliticas (6)
que catalizan la transferencia del fosfato del nucledsido tri-
fosfato al sustrato proteico y dos subunidades regulatorias (R)
que inhiben la actividad de la subunidad catalitica y tiene
capacidad receptora de AMPC. Cuando éste se une a la subu-
nidad regulatoria, causa un gran cambio en la afinidad que
ésta tiene por la subunidad catalitica, produciéndose la diso
ciacidén de la holoenzima.

Esta activacidn puede ser representada segdn la ecua

cion siguiente (97):

R2C2 + 4 AMPC R2 (AMPC)4 + 2 C
holoenzima inactiva subunidad catalitica
activa

Existen dos tipos de isoenzimas, que se clasifican segdn el
orden de elucién que tienen en una resina de intercambio a-
nidnico (DEAE-celulosa). Las quinasas de proteinas del tipo
| eluyen en una columna de DEAE-celulosa con una concen -
tracién de CINa entre 0,08 y 0.1 M, mientras que las del ti-
po Il lo hacen con concentraciones mayores (0.15-0.25 M)

(98).
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La distribucion relativa de estas dos isoenzimas varfa
de especie en especie y de tejido en tejido (99). Recientemen
te se describio un subtipo de isoenzima |l que es inmunodife-
renciable, presente bdsicamente en el sistema nervioso cen -
tral y en células neuroendocrinas (100).

Las diferentes propiedades fisicas y quimicas de las
quinasas | y Il estdn dadas por las distintas estructuras de las
subunidades regulatorias que las integran (Rl y RII respectiva
mente), siendo la subunidad catalitica la misma en las dos i-
soenzimas,

Las numerosas quinasas de proteinas dependientes de
AMP_ que han sido caracterizadas, independientemente de su
origen, muestran una gran similitud respecto de propiedades
que se relacionan con la funcién biolbégica, tales como afini
dad por el AMPC y especificidad de sustrato.

Existen numerosos ejemplos en la literatura que mues
tran la semejanza de diferentes quinasas de proteinas (101-
102). Refuerza esta hipdtesis los experimentos en los que se
demuestra la actividad de la enzima de un tejido sobre sus -
tratos de otros tejidos y otros en los cuales se reconstituyen

holoenzimas vtilizando subunidades cataliticas y regulatorias



de diferente origen (102-104). La mayoria de las enzimas es
tudiadas tienen un peso molecular que oscila entre 140 y 160
K y un coeficiente de sedimentacién de 6.8-7 S, (105-106).
En eucariontes inferiores el nimero de trabajos que existen
sobre estas enzimas es considerablemente menor, aunque en
los Gltimos afos se observa un interés creciente por el estu =
dio de las enzimas en estos sistemas. Han sido descriptas ac-
tividades quindsicas dependientes de AMPC y receptora de

AMPC en varios organismos eucariontes inferiores. En Neuros-

pora crassa (107-108) se describe una quinasa de proteinas

dependiente de AMP_ soluble de Mr=118 K de estructura po-
limérica RC, con un peso molecular de 55 K para C y 57 K pa

ra la subunidad regulatoria. En Blastocladiella emersonii

(109-112) existe solo una quinasa con caracteristicas de las
quinasas del tipo Il en la fraccidén citosélica. En Coprinus

macrorhizus (113-114) se describid en los extractos de mice-

lio del hongo una actividad quindsica dependiente de AMP _,
separable por filtracidén en geles de otras actividades quind-
sicas independientes del nucledtido ciclico. En levadura (115)
se purificd unas 2,000 veces una quinasa de proteinas depen-

diente de AMP_ de Mr= 230 K con una estructura polimérica
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'R2C2. En Dictyostelium discoideum se detectaron dos quinasds

de proteinas en los primeros estadios de su desarrollo (116)
y en el estadio terminal de la diferenciacién solo una con
propiedades similares a las de la isoenzima | de eucariontes

superiores (117), En Mucor rouxii (118-119) de describié una

quinasa dependiente del AMPC soluble en ambas formas mice-
lio y levadura con algunas propiedades de las isoenzimas del
tipo Il, pero con ciertas particularidades respecto.del com-

portamiento frente al AMP .

2 - Subunidad Regulatoria,

Las diferencias entre las propiedades fisicas y quimi-
cas de las quinasas de proteinas | y |l estdn dadas principal-
mente por diferencias existentes en las subunidades regulato-
rias (98, 120, 121)., Mientras que las subunidades cataliticas
son muy similares independientemente de su origen, las subu-
nidades regulatorias difieren significativamente en sus pesos
moleculares, fuerza idnica con la cual se eluyen de una co-
lumna de DEAE-celulosa, determinantes antigénicos (120)
asi como también en sus mapas peptidicos (121). La subunidad

Ry tiene un tamafo uniforme en casi todos los tejidos de ma-



miferos con un Mr=49 K (122). Por el contrario la subunidad
regulatoria Ry exhibe una cierta microheterogeneidad, aun-
que la forma predominante en la mayoria de las especies es
la de Mr= 54 K (122), WEBER et al. (123) identificaron por
criterios inmunoldgicos una proteina de peso molecular 50 K
como la Gnica proteina receptora de AMPc del tipo Il en di-
versos tumores humanos. Posteriormente este mismo grupo la
aislé en presencia de inhibidores de protedlisis y la caracte-
rizo (124).

En los Oltimos afios la purificaciéon a homogeneidad
de subunidades regulatorias de ambos tipos (I y 1I) de diver-
sas fuentes permitid encarar su estudio estructural y de esta
forma se pudo avanzar en la dilucidacidn del aspecto molecu
lar de la activacidén de las quinasas de proteinas dependien-
tes del AMPC.

En contraste con la subunidad catalitica, la subuni-
dad regulatoria es sumamente sensible a la degradacidén pro -
teolitica (125-126). Sin embargo esta labilidad que por un
lado dificulta enormemente la purificacidon de las mismas,
proporciond una herramienta muy 0til para romper la molécu-

la en diferentes fragmentos funcionales. La protedlisis produ
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cida utilizando diversas proteasas, la caracterizacidon de los
fragmentos obtenidos y su relacidén con su estructura nativa,
ha servido para definir la estructura general y funcional de
zonas o dominios regulatorios en la molécula, TAYLOR (125),
purificé a homogeneidad las subunidades regulatorias de las
quinasas de proteinas | y Il de misculo porcino. Este autor
encontrd que no obstante las diferencias estructurales exis -
tentes entre ellas, su comportamiento frente a la accidén de
las proteasas es muy similar.

Luego de someter a la subunidad regulatoria | @ una
protedlisis en condiciones cqnfrolodas se generan dos frag -
mentos principales (127)., El fragmento mas grande tiene un
Mr= 35 o 31 K segin se emplee termolisina o quimiotripsina,
y corresponde al extremo COOH terminal de la cadena poli-
peptidica y aunque retiene la capacidad receptora de AMP_,
no tiene la capacidad de dimerizarse con otra subunidad re-
gulatoria ni la de inhibir la octividad enzimdtica de la sub-
unidad catalitica. El otro fragmento corresponde al grupo
NH2 terminal de la cadena nativa. Tiene un Mr=11 a 12 K y
contiene la regidén de interaccidn para formar el dimero. No

se obtiene el fragmento de 31-35 K cuando se somete a pro-
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tedlisis la holoenzima en lugar de la subunidad regulatoria,

sugiriendo que este sitio se encuentra menos expuesto cuando
la subunidad regulatoria se halla unida a la subunidad cata-
Iftica. En un trabajo posterior el mismo autor, demostré que

el dimero que constituye la subunidad regulatoria en la iso-
enzima | estd compuesto por dos protémeros unidos covalente
mente por una unién disulfuro intercatenaria (128), Esta u -

nién disulfuro estd asociada al fragmento que corresponde a

la regidn NH, terminal de la cadena polipeptidica.

En la figura 2 se presenta un esquema de Iosfragmeﬁ
tos proteoliticos de la subunidad R del tipo I.

Los primeros estudios de la estequiometria de la unidn
del AMPC a la subunidad regulatoria, dieron falsos resul tados
debido a un artificio introducido por el método de medicidn
de la capacidad receptora de AhAPc. Posteriormente (98) se
establecid que cada protémero une dos moléculas de AAAPC,
dando un total de cuatro moles de AMPC por mol de subuni -
dad regulatoria. Paralelamente dos grupos (98, 129) mostra-
ron evidencias de la existencia de dos poblaciones diferen -
tes de sitios de unidn del AMPC a la proteina reguladora. Es

tos sitios conocidos como sitios 1 y 2 estdn presentes en la
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Figura 2: Esquema que muestra los diferentes fragmentos produci-

dos al proteolizar la subunidad regulatoria en diferen -

tes condiciones (120-121).
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mayoria de las isoenzimas | y |l conocidas (130), Los estudios
de disociacion del complejo R-AMPC (131) indican que los si-
tios 1 y 2 de una isoenzima, son muy similares o tal vez igua
les a los sitios 1 y 2 de |la otra isoenzima.

La existencia de estos dos sitios fué detectada por es
tudios de la velocidad de intercambio isotépico del complejo
R-AMPC (H3) con un exceso de nucledtido frio. Utilizando
subunidades regulatorias | y Il purificadas de corazdén bovino
se encontré que la disociacién de los complejos R—AMPC (H3)
ocurre en dos fases para cada una de las proteinas, indican-
do la presencia de dos poblaciones de sitios de unién., El si-
tio 1 es de intercambio lento y tiene una constante de veloci
dad de disociacién de 0.045 m~! y 0.027 m~! para Ry ¥ Ry
respectivamente. El sitio 2, de disociacidén rGpida, tiene una
constante de velocidad de intercambio aproximadamente diez

1 para las subunidades | y Il.

veces mayor: 0,237 y 0.252 m~
La proporcidn de los sitios 1 y 2 es de 50 % (131).

Otros autores estudiando la interaccion del complejo
R-AMPC (3H) con los filtros de nitrocelulosa en presencia de

concentraciones variables de subunidad catalitica, presentan

evidencias de la existencia de dos tipos de sitios diferentes
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(132). Por otra parte las curvas bifdsicas de apagado de fluo
rescencia del andlogo 1,N6-e1‘eno. AMPC al unirse a la sub-
unidad regulatoriac también sugieren diferentes sitios de unién
del AMPC (133).

Q)GREiD et al. (134, 135) estudiaron en isoenzimas de
corazdén bovino la cinética de disociacién del complejo R-AMP,
(H3), Ilegando a conclusiones similares, con valores de cons-
tantes de velocidad parecidos a los anteriores. Estudiaron ade
més la cinética de asociacion del AMPc con los sitios 1 y 2
(136) encontrando que el sitio 1 (lento) tenfa una constante
de asociaciéon mayor que la del sitio 2 (rdpido), de tal modo
que las constantes de afinidad de cada sitio son entonces pa-
recidas, Esto, estd de acuerdo con los resultados obtenidos al
analizar los cambios producidos en los espectros de fluorescen
cia endégena de los grupos triptofano y de dicrofsmo circular
con U.V. cercano, al titular la subunidad regulatoria con
AMPC (137).

Cuando se estudid la cinética del intercambio de AMP,
(H3) del complejo R-AMPc (H3) con exceso de AMPC no radiac
tivo, la presencia de andlogos no marcados con modificacio -

nes en el C-6 o en el C-8 del nicleo purinico, permitié sa -
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car conclusiones sobre la especificidad de cada tipo de and-
logo por los diferentes sitios de union del AMP (131, 138).

Utilizando uno o otro tipo de andlogos se obtuvieron curvas

que variaban en el punto de interseccién y no en la pendien-
te, es decir que los andlogos tenian una relativa preferencia
por los sitios 1 o 2 (131-138)., Los andlogos con modificacio-
nes en el C-8 del anillo purinico, tienen una relativa prefe-
rencia por el sitio 1, mientras que los modificados en el C-6
prefieren el sitio 2. Se podria inferir que la unién al sitio 1
requiere la presencia de un grupo amino enh el C~6 para for -
mar una unién de puente de hidrégeno u otro tipo de interac-
cion, o que un sustituyente en esa posicidn impone restriccio
nes espaciales o estéricas. Con el mismo razonamiento se po-
dria explicar la limitacién en la unidn al sitio 2 de los ané-
logos modificados en el C~8, Si bien experimentalmente no

se demuestra que el AMP _ tenga una preferencia por alguno

de los dos sitios en particular, no se puede descartar la posi
bilidad de que in vivo los sitios 1 y 2 reaccionen con formas
estereoquimicas diferentes del AﬁAPc. El postulado de que es
tos sitios son intracatenarios implica que el dimero de lasub

unidad regulatoria contiene dos cadenas idénticas. Experimen
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talmente no se han encontrado dos cadenas de la subunidad
regulatoria con diferentes propiedades receptoras de AMP_.
CORBIN (7) presentd un modelo de las zonas o dominios en la
subunidad regulatoria del tipo Il, confeccionado en base a
los resultados obtenidos por él y otros autores en experienci
de velocidad de intercambio isotépico con péptidos obtenidos
por fragmentacidn proteolitica, Un fragmento de 16 K de la
subunidad regulatoria del tipo | con capacidad receptora de
AMPC, tiene el mismo comportamiento cinético de intercambio
que el sitio 2 de la subunidad R intacta. Mientras que otro
fragmento de 14 K derivado de la isoenzima Il, presenta en
presencia o ausencia de andlogos del AMPc, un comportamien
to de disociacién del nucleédtido, similar al que tiene el si-
tio 2 (130, 139) de la subunidad sin proteolizar.

32

Por otro lado cuando el 8-Azido-P"“~ AMP_., que se
comporta como un andlogo del sitio 1, se lo irradia con una
luz de 254 nm, se fotoliza dando como producto un radical ni
treno que es altamente reactivo y en presencia de la subuni-
dad regulatoria se une covalentemente en el sitio para el cual

el andlogo tiene afinidad. Del tratamiento proteolitico de la

subunidad R (140) con el 8-andlogo covalentemente unido se
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obtiene la marca asociada a un resto tirosina, vecino a un
sitio de fosforilacidn cercano al carboxilo terminal de la ca
dena polipeptidica. El modelo aparece representado en la fi-
gura 3.

Estas evidencias cinéticas no son una prueba absolu-
ta de que los fragmentos obtenidos por protedlisis, sean real
mente cada uno de los sitios porque el comportamiento de un
sitio aislado en un péptido puede ser diferente a cuando se
encuentra en el dimero intacto. Por otra parte existen eviden
cias sobre interacciones entre los sitios de union del AMP,
(138). Una funcién del sitio 1 por ejemplo, parece ser la de
favorecer, una vez ocupado por el AMP_, la unién del nuclE
étido en el sitio 2 o sea que existe cooperatividad entre los
sitios (138).

No se conoce cual de los sitios es el responsable de
la activacidén de la quinasa de proteinas. Experimentos en los
cuales se usd IMP_, que es un andlogo con preferencia por el
sitio 2 muestran que es mGs eficiente que el mismo AMP_, en
términos de moles unidos a la subunidad regulatoria por mol
de subunidad catalitica liberada (138).

Las subunidades R de las quinasas dependientes de
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Figura 3: Modelo de zonas o dominios regulatorios en la subunidad
regulatoria de la quinasa de proteina dependiente de AMP

tipo Il.



AMP_ de eucariontes inferiores no han sido objeto de estu -
dios tan minuciosos como los descriptos mas arriba.

No obstante en los Gltimos afos han aparecido nume.
rosos trabajos sobre el tema. Se han caracterizado y en algy
nos casos purificado subunidades regulatorias de organismos
inferiores., Por ejemplo de levadura se purificd y caracteri-
z6 una subunidad regulatoria de Mr= 56 (141) o 64 K (142),

En el hongo C. macrorhizus también se detecté una subunidad

regulatoria de 46 K, inmunoldgicamente diferente de las de

eucariontes superiores (114), En M. racemosus se encontraron

proteinas receptoras de AMP_ de Mr= 52-58 K (144, 143).

En N. crassa (145) y en D, discoideum (146), se rea-

lizaron estudios mds completos. En el primer caso siguiendo
una metodologia semejante a la utilizada por CORBIN (131,
138) se detectaron dos clases de sitios de unién del AMP

a la subunidad regulatoria, uno de disociacién lenta y otro
de disociacidén répida, con propiedades semejantes respecto
de los andlogos modificados en el C-6 y C-8 a los de lasen
zimas de eucariontes superiores.,

En D. discoideum se describid el mapeo de un sitio

"estable" de unidén del AMPC, criterio seguido segin la es-
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tabilidad que presenta el AMP_ en los sitios de unién al in-
teraccionar con filtros de nitrocelulosa. El criterio utiliza-
do en este caso es el decrecimiento de la afinidad respecto
del AMP_ que presentan sus diferentes anélogos., Esta dismi-

nucién de afinidad se estandariza de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

11 K| (AMP.) siendo las K las cons-

(anélogo) tantes de afinidad res-
pectivas.

G= -RT

3- Subunidad Catalitica.

La subunidad catalitica de todas las quinasas de pro
teinas estudiadas hasta el momento es un monémero de Mr= 39
a 42 K, Esta proteina fue purificada a homogeneidad a partir
de higado y corazdén bovino, corteza adrena!, misculo esque
lético e higado de conejo, mucosa gastrica porcina, mésculo
esquelético de rata y misculo esquelético porcino (7).

Contrariamente a la subunidad regulatoria, la subuni
dad catalitica aislada de la isoenzima | o de la isocenzima Il
de cualquiera de estas fuentes tiene similares propiedades

L4 - L4 - - - . -
quimicas, fisicas, cataliticas, inmunolégicas asi como igual



K, para el ATP, especificidad de sustrato y afinidad en la
interaccién con las subunicdades | y Il (7). Sin embargo utili
zando la técnica de enfoque isoeléctrico en geles de polia-
crilamida (147) se separaron tres formas de una subunidad ca
talftica homogénea.

Un hallazgo interesante es el de GAGELMAN et al,
(148) quienes encontraron que las subunidades catalfticas de
las isoenzimas | y Il, se activan por un modulador proteico,
resistente al dcido y termoestable que estd presente en las
preparaciones de los extractos y que es diferente al inhibi-
dor de la subunidad catalitica descripto por WALSH (149).
La subunidad catalitica tiene un rango de especificidad de
sustrato muy amplio, Basdndose en los .criterios de BEAVO y
KREBS (90), para decidir si un determinado efecto del AMP_
estd mediado por fosforilacién, FLOCKHART y CORBIN (7) hi
cieron una divisién de los sustratos en fisiolégicos y no fi-
siolégicos. Esta clasificacidén se muestra en la tabla II.

Seglin las evidencias acumuladas las bases molecula
res para la especificidad de sustratos proteicos o peptidicos
estudiados in vitro, son la presencia de dos aminoacidos bé-

sicos, especialmente arginina, vecinos a la serina o treoni
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TABLA II

LA PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE

SUBSTRATOS FISIO-
LOGICOS

Fosforilasa quinasa

Glucbégeno sinteta-
sa

Lipasa sensible a
hormona

Piruvato quinasa
Troponina |
Subunidad regulato-
ria

Colesterol esterasa

Acetil Co A carboxi-
lasa

Tirosina hidroxilasa

ATP-citrato liasa

AMP,

SUBSTRATOS PROBA-
BLEMENTE FISIOLO -
GICOS

Histfona

Fosfolamban
Diglicérido lipasa
Protamina

Inhibidor de fosfata-
sa |

Fosfofructoquinasa

Transcriptasa reversa

Proteina ribosomal S-6

HMG Co A reductasa

quinasa

SUBSTRATOS NO
FISIOLOGICOS

Caseina
RNA polimerasa (E.coli)

eiF-2 (E. coli)

Péptidos artificiales

Quinasa de proteina

dependiente de GMP_
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na fosforilable (150, 151), El hecho de que no todos los péE
tidos sintéticos exhiban constantes de afinidad tan favora -
bles como las observadas para las proteinas de las cuales de
rivan, sugiere que otros factores ademds de la estructura pri
maria influyen en la especificidad de sustrato (152).

Para estudiar la estructura del sitio activo de la sub
unidad catalitica se usaron reactivos modificadores de dife~-
rentes grupos. Entre estos reactivos se encuentran los modifi
cadores de grupos sulfhidrilicos, tales como: iodoacetamida,
N-acetil maleimida, p-hidroximercuribenzoato (153) y el &-
cido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico) (154), todos los cuales
destruyen la actividad enzimdatica. La enzima puede ser pro-
tegida parcialmente de estos reactivos por la presencia de
ATP Mg (153). Estos datos indican la presencia de grupos sul
fhidrilicos cercanos al sitio activo, pero no prueban su par-
ticipacién directa en el mecanismo catalitico. ST en cambio
lo sugieren los experimentos de modificacidn y subsiguiente
inactivacidén de la subunidad catalitica con andlogos de afi-
nidad de substratos peptidicos, los cuales son capaces de lle
var a cabo intercambio de grupos disulfuros con los grupos

sulfhidrilicos de la enzima (155).
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Un gran nimero de andlogos del ATP, modificadosen
diferentes partes de la molécula (anillo purinico, ribosa o
grupo fosfato) proporcionaron una considerable informacidn
sobre el sitio de unidn de este nucledtido. Surge de este ti-
po de estudios (156) que la subunidad catalitica tiene una al
ta afinidad por la purina, y que las modificaciones en el gru
po fosfato del ATP afectan menos la unién a la proteina, Los
andlogos que estdn modificados en la ribosa tienen en cambio
las mismas propiedades de unidén que el ATP. Estos datos han
servido para argumentar que la alta afinidad de la holoenzi-
ma de tipo I, por el ATP, era debido a que el sitio de union
del ATP en la isoenzima | estaba sobre la subunidad cataliti
ca y no en la subunidad regulatoria, Esto fue confirmado con
el uso de un andlogo del ATP que es un marcador por fotoafi-

32 ?

nidad, el 8-Azido ATP-P~ ", Al fotolizar la holoenzima en
presencia del anélogo y posteriormente someterla a disocia-
cidon se observa la marca asociada a la subunidad catalitica
(157).

El mecanismo cinético de esta enzima estd todavia

por dilucidarse. Los estudios de velocidades iniciales reali-

zados con la holoenzima y con la subunidad catalitica aisla
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da son contradictorios, especialmente los que utilizan histo
na como sustrato (158-161), En estudios cinéticos con |la holo
enzima de cerebro bovino (158) se obtuvieron gréficos de do
ble reciprocas paralelos, indicativos de un mecanismo ping-
pong, mientras que con la subunidad catalitica de misculo es
quelético de conejo utilizando también histona como sustrato,
se obtuvo grdficos de doble reciproca convergentes, tipicos
de los mecanismos secuenciales (159). La fosforilacion de la
histona H], catalizada por subunidad catalitica de timo de
ternero (160) sigue una cinética secuencial, aunque cuando
la fosforilacién estd catalizada por la subunidad catalitica
de cerebro porcino (161) parece seguir un mecanismo ping-
pong, identificdndose un complejo intermediario, enzima fos
forilada (E~P). Se han realizado un nimero de estudios utili-
zando como sustrato al heptapéptido que corresponde a la se-
cuencia de aminodcidos que conforman el entorno de la seri-
na fosforilable en la piruvato quinasa de riAadn porcino. Con
este heptapéptido se eliminan una serie de problemas asocia-
dos con el uso de sustratos proteicos, por ejemplo: mdltiples
sitios de fosforilacién y posible contaminacidon del sustrato

con otras quinasas. Los resultados obtenidos de estos estudios
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son mas coherentes, ya que tanto con subunidades cataliticas
provenientes de corazdén bovino (162), timo de ternera y mis-
culo esquelético de conejo, la cinética de la fosforilacién
sigue un mecanismo secuencial, GRANOT y colaboradores
(163-164) en base a una serie de mediciones fisicas y cinéti-
cas realizadas con la subunidad catalitica de misculo cardia
co bovino y utilizando el heptapéptido como sustrato, con -
cluyeron que son dos los probables mecanismos cinéticos pa -
ra la quinasa de proteinas; el secuencial ordenado en estado
estacionario o el secuencial al azar en estado estacionario,
Ninguno de los dos mecanismos puede ser descartado con las
evidencias experimentales que se disponen actualmente. Re-
cientemente en dos trabajos que se complementan entre si,

de KREBS (165) y WALSH (166), se estudiaron exhaustivamen-
te los perfiles de inhibicion por producto (ADP y heptapépti
do fosforilado) y la inhibicién "dead end" con el anélogo no
hidrolizable del ATP el AMP.PNP, el inhibidor de la subuni-
dad catalitica y un andlogo no fosforilable del heptapéptido,
alanino substituido. Conjuntamente realizaron estudios de
unién en equilibrio de sustratos e inhibidores a la subunidad

catalitica. Empleando todos estos datos KREBS (165) postula



la existencia de un mecanismo en estado estacionario secuen
cial ordenado Bi-Bi, con ertrada del ATP como primer sustra
to, formacidn de una complejo ternario E-ATP-Heptapéptido

al entrar el segundo sustrato y posterior liberacion de los dos

productos, ADP y Heptapéptido fosforilado.

4- Avutofosforilacidn.

Una diferencia muy importante entre las dos isoenzi-
mas atribuible a las subunidades regulatorias es el diferente
comportamiento de estas Gltimas frente al ATP. La quinasa de
proteinas del tipo Il tiene la propiedad de autofosforilarse,
es decir incorporar el fosfato del ATP a su propia molécula
mediante un mecanismo intramolecular (167). La fosforilacién
aumenta la afinidad de la enzima por el AMP _, es decir que
la holoenzima fosforilada necesita concentraciones menores
de AMP_ para disociarse y viceversa, la reasociacién de las
subunidades después de la remocién del AMP_ se lentifica no
tablemente si la holoenzima estd fosforilada (168). La quina
sa de proteinas del tipo |, por ofro lado no es suceptible de

autofosforilarse, si bien se encontré fosforilacién de la subu
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nidad regulatoria | in vitro catalizada por la quinasa de pro
teinas dependiente de GMPC (169) en una [fnea celular de
linfoma de ratén (170).

Otra propiedad de la holoenzima del tipo | es la de
unir dos moles de ATP por mol de holoenzima, unién que dis_
minuye sensiblemente su afinidad por el AMP_, siendo este e
fecto opuesto al que tiene sobre la holoenzima Il al autofos-
forilarse. (171)

La subunidad catalitica C puede catalizar la incorpo
racién de dos moles de fésforo por mol de monémero de subu-
nidad R (172, 173) y el mondémero de C mismo puede incorpo-
rar dos moles de fosfato luego de incubarlo con ATP-Mg en
ausencia de sustrato (147). No se conoce la funcidn que pue
da tener la autofosforilacién de C. En el caso de la subuni-
dad regulatoria, los dos sitios de fosforilacién tienen dife -
rente cinética, uno de ellos conocido como sitio 2, es fosfo
rilado répidamente adn a 0° (172), La fosforilacidén del sitio
2 es responsable de la disminucion de la velocidad de reaso-
ciacién de la subunidad Ry  con la subunidad catalitica (168).

Recientemente un estudio de HOFMANN y colabora-

dores sobre la fosforilacion de la subunidad Rll de corazén
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bovino (174) indica que la subunidad regulatoria contiene
entre 1,2 y 2.7 moles de fosfato por mol de subunidad regu-
latoria y que estas fosforilaciones no ocurren sobre el sitio
autofosforilable, sugiriendo que existe in vivo fosforilacidn
en miltiples sitios que no son debidas a la subunidad catali-
tica, sino a quinasas independientes de AMPC. Posteriormen-
te el mismo autor encontrd que la subunidad R|| puede ser fos
forilada a una velocidad apreciable in vitro por la glucdge-
no sintetasa quinasa Il y por la glucdgeno sintetasa quinasa
V, pero no por la glucégeno sintetasa quinasa IV o por la

fosforilasa quinasa (175).

5- Mecanismo de activacidn de la quinasa de proteinas de-

pendiente de AMP_,

Fenomenologicamente la disociacién de la quinasa de
- , - - .
proteinas estd perfectamente descripta, ya en los primeros
trabajos sobre el tema (176). La activacidén de la enzima por
el AMPC, libera subunidades cataliticas activas., No obstan-
te el mecanismo detallado de activacion a nivel molecular

no estd@ aln completamente dilucidado.
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La estructura polimérica de la holoenzima con dos gru
pos de subunidades diméricas organizadas molecularmente co-
mo un tetrdmero permite un variado nimero de posibilidades
teéricas para explicar la activacion de la holoenzima, Exis-
ten bdsicamente dos trabajos (177-178) que con un enfoque
teérico proponen diferentes modelos de equilibrios para expli
car la interaccién del AMP_ con la holoenzima. De estos hay
dos modelos principales que dominan la discusién de la acti-
vacién de la enzima. En el primer modelo se postula que la
holoenzima existe aln en ausencia de AMP_en un determina-
do equilibrio termodindmico con sus subunidades libres segdn

la ecuacidn:
R2C2-—.-—R2 + 2C

y que el AMPC se une con una gran afinidad a la subunidad
regulatoria desplazando el equilibrio hacia la disociacién.
El segundo modelo considera que el AMPc se une primero ala
holoenzima formando un complejo ternario, holoenzima-AMP,
para después disociarse. La disociacidon seria producto de un
gran cambio conformacional en la subunidad regulatoria, al

unirse el AMP a la quinasa de proteinas se debilitaria | a
c
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interaccién entre las subunidades cataliticas y la subunidad
. . . . -’ L

regulatoria favoreciendose la disociacidn. Segdn este segun-

do modelo también podria preexistir un equilibrio termodind

mico de la holoenzima con sus subunidades, pero no tendria

importancia para el mecanismo de activacidén., La ecuacidn

que representa este segundo modelo es la siguiente:
RyCp + 4 AMP, S—#R,C,(AMP ) R, -(AMP) ,+2C

Todas las evidencias reunidas hasta el presente indican que
la activacidn se produce segin este Gltimo esquema (179-180,
154). Estas evidencias son principalmente cinéticas; asf
HUANG (179) estudié la disociacién del complejo Ry AMP,
(H3) por intercambio isotépico con el nucleétido no marcado
en presencia y ausencia de subunidad catalitica, encontran-
do que cantidades cataliticas de C aceleraban enormemente
la velocidad del complejo R2-(AMPC) (H3). Estos resultados
sélo pueden ser explicados por la formacién de un complejo
intermediario ternario AMPC-RZCZ.

En base a los estudios realizados con una holoenzima

extraida de embriones de Drosophila melanogaster, otros au-

tores (180) elaboraron un modelo cinético para explicar la
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activacidn de la quinasa., Llevando a cabo transformaciones

matematicas llegaron a una ecuacidén Gnica con la cual ex -
presan los diferentes mecanismos de disociacién posibles. Los
valores experimentales que mejor se ajustan a esta ecuacién
segln un programa computado, son los que corresponden a la
existencia de un intermediario ternario.

Otro trabajo que presenta evidencias cinéticas sobre
la formacidén de un complejo ternario es el de ARMSTRONG
et al. (154). Estos autores titulan los grupos sulfhidrilicos en
la holoenzima de corazdén bovino con un reactivo de grupos
SH, el &cido 5, 5' - ditiobis(2mitro benzoico)(DTNB).

Los estudios de inactivacidn de la holoenzima mues-
tran 1) la subunidad regulatoria inhibe la inactivacién de la
subunidad catalitica por el DTNB. 2) En presencia de concen
traciones saturantes de AMPc cualquiera de las formas, fosfo
rilada de la holocenzima presenta una marcada aceleracién de
la velocidad de inactivacidn, siendo la de la forma desfosf&
rilada adn més répida. Estos resultados sélo pueden explicar-
se en base a la existencia de una interaccién entre la subuni
dad regulatoria y C aln en presencia de concentraciones sa-

turantes de AMP_, Esta interaccién estd dada justamente en
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el complejo ternario y deberia estar en equilibrio termodiné-
mico rapido con las subunidades libres. Los grupos SH en esta
molécula ternaria estarian activados sobre la subunidad cata-
ITtica para reaccionar con el DTNB,

El trabajo, tal vez més convincente respecto al meca
nismo de activacidén es el de KREBS (181), quien supone para
simplificar el tratamiento matematico, que los pares RC de la
holoenzima tetramérica son independientes e idénticos y que
RC es inactivo en ausencia de AMPC. Con esta hipdtesis en -
cuentra que el valor de t)/2=1h. para la disociacién en ausen -
cia de AMPC es extremadamente bajo, comparado con la diso
ciacidén casi instantdnea cuando estd presente el nucleétido
ciclico,

Un aspecto importante adn por dilucidar es el siguien
te: cudntos y cudl o cudles de los sitios de unién del AMP
se requieren que estén ocupados para que se active la quina-
sa. Aunque algunos autores trataron tangencialmente el tema,
no se tiene aldn una respuesta adecuada para estas preguntas
(131-137). Otra via desarrollada paralelamente para enfocar
el estudio de la disociaciéon de |la quinasa de proteinas es el

estudio de las interacciones entre la subunidad R y la subuni
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dad C, Trabajos anteriores (97-172) sugieren que la propie -
dad de la subunidad regulatoria para inhibir a la subunidad

C se debe a que actia como un andlogo del sustrato, con al-
ta afinidad que enmascara los sitios del sustrato proteico o
peptidico en la subunidad catalitica..Las modificaciones en
la subunidad R, tales como protedlisis triptica o tratamiento
con reactivos especificos para argininas, anulan la actividad
inhibitoria y la posibilidad de actuar como un sustrato acep-
tor de fosfato (172). Ademas estudios espectroscépicos de re-
sonancia magnética nuclear de velocidad de relajacidon de
los protones del sustrato indican con precisién que es la unidn
del sustrato peptidico y no la del ATPMg la que es bloqueada
por la subunidad regulatoria (182)., Se sabe ademds que la u-
nién de la subunidad regulatoria a C inhibe la actividad Atg
pésica (154) la cual esté intimamente ligada a la subunidad
catalitica (153), inhibiendo entonces la transferencia del
fosfato al H,O. Quiere decir que la subunidad R puede ejer-
cer dos tipos de inhibicidn sobre la actividad catalitica. U-
no, puede actuar como un andlogo de sustrato, siendo un inh_j
bidor competitivo de alta K, del sustrato proteico y dos pue-

de bloquear la capacidad de C de transferir un fosfato del

ATP al H,O.
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Ii- AMP_y MUCOR ROUXII.

Existe un cierto numero de hongos que presenta una
dualidad fenotipica en la forma de sus células. Dependiendo
de las condiciones ambientales, pueden crecer bajo la forma
de un micelio compuesto de filamentos largos y ramificados o
como células levaduriforme, A éste fendmeno se lo denomina
dimorfismo. Mucor es un género de hongos (clase: Zygomyce-
tes, orden: mucorales) que tiene justamente esta propiedad,
En presencia de aire y en medio sélido o Iiquido crece como
un micelio cenocitico tipico mientras que en una atmésfera
pobre en Oy presenta una morfologia levaduriforme. Estas for
mas son interconvertibles reversiblemente, dependiendo este
equilibrio bioldgico del medio en el cual se encuentre. Esta
posibilidad de adaptacién morfogenética de ciertas especies
de Mucor a una atmdsfera aerdbica o anaerébica hace de Mu-
cor un excelente modelo biolégico para estudiar las bases bio
quimicas de la diferenciacién morfolbégica. Se ha enfocado el
fendmeno del dimorfismo desde diferentes puntos de vista, es
tudiando: la influencia de los hidratos de carbono (183, 184),
el metabolismo respiratorio (185), la sintesis de proteinas

(186) y su relacidn con el nivel de poliaminas (187). El a -
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vance mds importante en cuanto al esclarecimiento de las ba
ses bioquimicas del fenomero del dimorfismo en Mucor se de-
be a los estudios sobre el papel del AMP_.

LARSEN y SYPHERD (188), encontraron en M.racemo-
sus que la adicién de BtAMP _a cultivos aerdbicos del hongo
inhibe el crecimiento apical y promueve el crecimiento leva
duriforme. Por otra parte encontraron que las células levadu-
riformes poseen una concentracidén intracelular de AMP_ ma-
yor que la forma miceliar. Posteriormente PASSERON et al.
(189) encontraron resultados similares en M. rouxii. LARSEN
et al, y PASSERON y colaboradores (190) tambien demostraron
que durante la aereacidn de un cultivo levaduriforme de M.

racemosus y M. rouxii respectivamente los niveles de AMP,

disminuyen y que esta disminucion precede a la aparicidon de
los tubos germinativos., Estos efectos morfogenéticos requieren
de la presencia de un azicar fermentable en los medios de
cultivo.

De acuerdo a los conocimientos adquiridos hasta el
presente, surge que la regulacién del dimorfismo en Mucor es
el resultado de una interaccién compleja de factores ambien

tales y nutricionales en donde el AMP_ desempefa sin lugar
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a dudas un papel muy importante. Por consiguiente el estudio
de su mecanismo de accidon debe tenerse en cuenta en cual -
quier modelo de regulacién del dimorfismo.

En la figura 4 se resume el efecto de los principales
factores ambientales y nutricionales que participan en las

transiciones dimorficas en M, rouxii.

El AMP_ cumple un papel biolégico de mucha impor-
tancia en la fisiologia de otros organismos eucariontes infe-
riores. Fue descripto en los siguientes organismos: B. emer-
sonii, en el cuval se han relacionado los cambios en las con-
centraciones intracelulares del nucledtido con la citodiferen

ciacién (191), también en N. crassa (192-193) y en D. discoi-

deum (194) el AMP_ es determinante de la morfologia del hon
go. En nuestro laboratorio desde hace varios afios se estudian
las diferentes enzimas relacionadas con el metabolismo del
AMPc en M, rouxii.

La adenilato ciclasa fue aislada y caracterizada de
fracciones particuladas de la forma filamentosa y levadurifor
me del hongo (189). Esta actividad se puede separar de los
fragmentos de pared celular por la accidn de agentes tensio-

activos y se la encuentra en una fraccién membranosa que se
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Figura 4: Ciclo de vida asexual, aer8bico y anaerébico de M
rouxii. Condiciones ambientales y nutricionales que influyen

sobre el dimorfismo.
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dimenta a 100000 x g (195). Las propiedades cinéticas de la

enzima unida o membrana son semejantes a las de las enzimas
de otros eucariontes inferiores en cuanto al requerimiento de
ion Mn' " y la insensibilidad a F~ y a nucleotidos de guanina.
La actividad particulada pudo ser solubilizada por la accién
de CIK 0.5 N, La enzima soluble tiene un peso molecular sig-
nificativamente alto de 500 K (196).

Respecto de la fosfodiesterasa de AMPC, se demostrd
la existencia de esta actividad en las dos formas del hongo,
la cual fue estudiada exhaustivamente. La actividad de la fos
fodiesterasa es en su mayor parte soluble y eluye de una co-
lumna de DEAE-celulosa a una concentracion de 0,4 M de a-
cetato de sodio como una especie Unica y especifica para
AMPC (175). La K aparente para el AMPC de la enzima par-
cialmente purificada es 2,5/,(,M, valor que ubica a la enzima
de M. rouxii entre las de alta afinidad por su substrato. Su
peso molecular es de alrededor de 70.000 D (197).

Se encontrd que preparaciones poco purificadas de fos
fodiesterasa eran capaces de ser activadas por incubacidén con
ATP.Mg y AMP_ y que dicha activacién permanecia aiin des -

pués de haber eliminado del medio los factores activantes
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(198). Al avanzar en la purificacién y separar la quinasa de
proteina, la activacién mediada por ATP.Mg y AMP_ se hizo
dependiente del agregado de quinasa de proteina exégena.
Asimismo cuando las condiciones del ensayo favorecen la de
fosforilacién, la enzima activada recupera su actividad ba-
sal, La enzima es capaz de ser activada también por proteo-
lisis controlada siendo la actividad méxima lograda compara
ble con la alcanzada por via de la fosforilacidon. Ambas ac-
tivaciones no son aditivas, sugiriendo que probablemente es
tos mecanismos involucren la misma zona de la molécula pro
teica (199).

Paralelamente a los trabajos anteriores, en el labo-
ratorio se descubrio la existencia de al menos dos formas de
fosfatasas de fosfoproteinas en la fraccién soluble de la for
ma filamentosa de M. rouxii (200). Estas dos fosfatasas de-
nominadas | y Il, se diferencian por su requerimiento de ca_
tion divalente y tienen un peso molecuvlar ligeramente dife-
rente, La enzima | tiene un Mr= 40 K y su actividad es de -
pendiente de la presencia de catién divalente, la forma |l
tiene un peso molecular de 30 K y es activa en ausencia de

catidén divalente., Estas formas de bajo peso molecular serian



semejantes a la subunidad catalitica aislada de tejidos su-
periores, la cual se encuentra en los tejidos asociada a pro-
teinas reguladoras que le confieren un peso molecular mayor.
Estas formas de alto peso molecular no han sido detectadas

en M. rouxii.

Respecto de la quinasa de proteinas ya fueron comen-
tados anteriormente (118-119) los trabajos del laboratorio en
los cuales se describe una quinasa de proteinas dependiente
de AMPC, soluble con propiedades semejantes a las quinasas
del tipo Il de eucariontes superiores pero con un singular com
portamiento respecto a la interaccién con el AMP_, ya que
no se disocia solamente por accidén del nucledtido sino que
también necesita de la presencia de histona o protamina, que
actdan como sustratos proteicos (201).

Un resumen de lo anterior permite verificar que en
M. rouxii, se cumplen en parte los criterios propuestos por
KREBS (90) para verificar fosforilacidén proteica dependiente
de AMPc en un evento celular, dado que: existe una quinasa
de proteinas dependiente de AMP_ y también un sustrato fos-

forilado in vitro, como la fosfodiesterasa cuya funcidén se mo

difica como consecuencia de la fosforilacién dependiente de

AMP_.
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Lo singular de este proceso es la relacién funcional
que tiene el sustrato con el efecto mediado por AMPC, dado
que el sustrato mismo es justamente la enzima responsable de

la degradacién del nucledtido.

IV- OBJETIVO DE LA TESIS

De la introduccidn anterior surge claramente la ne-

cesidad extensiva a M. rouxii de estudiar bioquimica y es =~

tructuralmente a la quinasa de proteinas, para poder desen-
trafar la regulacidn de los eventos morfogenéticos controla-
dos por el AMP_. En los trabajos previos del laboratorio
(118-119, 201), se encard la identificacion de esta quinasa
y su caracterizacién. Para continuar con su estudio estructu
ral, se requiere un conocimiento preciso de la organizacién
molecular de las diferentes subunidades que componen a esta
enzima. El conocimiento de su estructura polimérica permiti
ré enfocar mds claramente el estudio de su mecanismo de di-
sociacién., Un aspecto de primordial importancia para escla
recerlo es estudiar la interaccidn de la holoenzima con el

nucledtido ciclico y con los dos sustratos; el ATP y la protef



na fosforilable. Esto implica investigar la calidad de los si-
tios de unién del AMPC a la quinasa de proteinas, asi como
estudiar independientemente las propiedades de las subunida_
des regulatorias y cataliticas de esta enzima.

Con esta Tesis, se pretende justamente presentar un

estudio, que pueda ayudar a dilucidar alguna de estas cues-

fiones.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

{- Buffers utilizados.

- Buffer M: Tris - CIH 10 mM pH 7.3, EDTA 1,5 mM, 2-

mercaptoetanol 2 mM,

- Buffer C: Pipes 10 mM pH 6.3, EDTA 2 mM, 2-mercaptoeta-

nol 2 mM.

- Buffer C]: Pipes 10 mM p H 6.3, EDTA 2 mM, 2-mercapto-

etanol 20 mM.



-70-

[I. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

II.1. - Organismo

Durante el presente estudio se utilizéd el hongo dimér

fico Mucor rouxii (NRRL 1894), cepa original del Dr. C. W,

Hesseltine (Northern Utilization Research and Development
Division, Peoria, Ill) cedida por el Dr. Roger Stork (Rice

University, Houston, Texas).

iI1.2. - Obtencidén de esporas y mantenimiento de la cepa.

Para lo obtencidén de esporas se hizo crecer el hongo
en medio de agar 5%-jugo de tomate (1:1). Los dos compo -
nentes del medio se autoclavaron por separado y se mezcla-
ron en caliente; la mezcla se transvasdé inmediatamente a bo
tellas de Roux (50 ml en cada una) y se dejd solidificar. Las
botellas se mantuvieron por 24 h. a 25° C como prueba de es
terilidad. Transcurrido este tiempo se sembrd en cadao bote-
I[la 2 ml de una suspensidn de esporas de aproximadamente
100 esporas/ml y se incubaron a 30° C durante una noche.

Al dia siguiente se inviertieron las botellas y se mantuvie-



ron a 30° C durante 4-6 dias, transcurridos los cuales se pro
cedid a cosechar las esporas. Para efectuar la cosecha se a -
gregd a cada botella 20 ml de agua destilada estéril y se ras
pé suavemente la superficie del cultivo con un ansa de vidrio
para desprender las esporas de los esporangios. La suspensién
asi obtenida se filtré estérilmente por una malla de nylon pa
ra retener los trozos de medio o el micelio que pudieran ha-
berse desprendido, y se recolectaron las esporas por centrifu
gaciédn a 3000 rpm durante 15 min, Las esporas se lavaron 3
veces por centrifugaciones y resuspensiones sucesivas, con a
gua destilada estéril. Finalmente se suspendieron en agua des
tilada estéril; se contd una alicuota de la suspensién en cd-
mara cuentagldébulos y se guardd la suspensidén en fracciones
de 3-4 m! en viales de vidrio estériles a 4° C.

En éstas condiciones las esporas permanecen viables
por 1-2 meses.

Para mantener la cepa.se inocularon, al mismo tiem-
po que las botellas de Roux, dos tubos en pico de flauta con
medio agar-jugo de tomate; los tubos se incubaron igual que
las botellas y una vez producida la esporulacidén se guarda -

o
ron en heladera a 4~ C.



11.3 - Medio de cultivo.

El micelio fue crecido en medio YPG (202) que con-
tiene: extracto de levadura (Difco) 0,3%, peptona (lnorp ti-
po MC3) 1%, glucosa (Roux Ocefa) 3%. El pH se ajustéd a0 4,5
con écido sulfirico 5 N. La glucosa se autoclavé por separa

do.

[l.4 - Cultivos.

Para obtener micelio de fase logaritmica tardia los
cultivos se realizaron en erlenmeyers de 2 I, conteniendo
600 m| de medio YPG. El indculo fue de 3-5 x 10° esporas/
ml y el cultivo se dejé crecer aerédbicamente con agitacién
constante durante 16-18 h a 28° C. El micelio se cosechd
por filtracion al vacio sobre papel Whatman N°® 1 y se lavd
sobre el filtro con agua destilada fria. Se escurrid la mayor
parte del agua retenida presionando el micelio entre dos ho
jas de papel de filtro y se lo guardd cortado en trozos a

-70°C hasta el momento de ser utilizado.

11l - OBTENCION DE LA QUINASA DE PROTEINAS DEPEN -

DIENTE DE AMP_ DE MUCOR.




Todos los pasos se realizaron @ 4°C. El micelio fue
molido con nitrégeno Ifquido y el polvo obtenido se lo sus-
pendid en tres volimenes de buffer M. Se agitd suavemente
la mezcla durante 30 min. y se la filtréd por tela de algodén.
El filtrado se centrifugd a 2.000 x g durante 10 min., se to-
mé el sobrenadante y se lo centrifugd a 100.000 x g. durante
60 min. Se conservd el sobrenadante (5100) y fué saturado
hasta 45% con sulfato de amonio sélido y se dejé agitando la
suspensidén durante 20 min.; transcurrido este tiempo se cen~-
trifugd durante 15 min. a 12.000 x g.

El precipitado obtenido se disolvid en buffer M y se
dializé contra 100 voldmenes del mismo buffer. El dializado
se sembré en una columna de DEAE-celulosa, equilibrada con
buffer M, manteniendo una relacién de 10 mg de proteina/ml
de resina empaquetada.

La elucidn se realizd con un gradiente lineal de 0-0.4
M de CINa en buffer M cuyo volumen fue 10 veces el de la
columna. Se recogieron fracciones de un volumen equivole;vfe
al décimo del volumen de la columna con un flujo de una
fraccion cada 5 min., Se juntaron las fracciones con activi -

dad quindsica que eluyeron entre 0,16 y 0,25 M de CINa y
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la proteina se concentrd por precipitacidn con sulfato de a-
monio sélido hasta una saturacién del 80%. El precipitado
obtenido se disolvidé en buffer M y se lo sembré en una colum
na de Sephacryl $-300 de manera que el volumen sembrado no
superara el 2% del volumen de la columna.

Se recogieron fracciones de un centésimo del volumen
de la columna a un flujo de una fraccién cada 10 min.

Se juntaron las fracciones con actividad de quinasa de
proteinas dependiente de AMP_, y la profteina se concentrd
por didlisis contra una solucidén saturada de sulfato de amonio
preparada en buffer M. El dializado se centrifugd 15 min. @
12,000 x g. y el precipitado se disolvid en buffer M, se dia-
lizd contra 100 volémenes del mismo buffer y se guardd frac-
cionado en pequefios volimenes a -20°c.

De esta forma se obtuvieron preparaciones enzimdti-
cas que tenian una actividad especifica entre 3.000 y 4,000
unidades/mg de proteina.

Una unidad de actividad enzimatica se define como
los pmoles de P transferidos a la histona en un minuto en las

condiciones del ensayo que se describe méds adelante.
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IV.- OBTENCION DE LA SUBUNIDAD REGULATORIA DE LA

QUINASA DE PROTEINAS DEPENDIENTE DE AMPc DE

MUCOR.

Se incubaron 1,200 unidades de holoenzima purifica-
da hasta la etapa de Sephacryl S-300 segin se describid en
la seccidn |Il de Materiales y Métodos, en un volGmen final
de 1.2 mi de buffer M conteniendo CINa 0.5 M y AMP_ 3/u.M
durante 30 min. a 4°C. Al cabo de ese tiempo se sembré la
mezcla en 6 gradientes de sacarosa 5-20% preparados en bu-
ffer M conteniendo albdmina 1 mg/ml y AMP_ (H3) 120 nM.,
Los gradientes se centrifugaron en un rotor SW 55Ti a 45,000
rpm durante 16 horas,

Los gradientes se fraccionaron uno sobre otro y se jun
taron las fracciones con actividad receptora de AMP_, cuidan
do de descartar aquellas que tuviesen actividad quinésica.
Las fracciones reunidas se dializaron contra buffer M y se
concentraron uvtilizando un concentrador Minicon B-15,

La preparacion de la subunidad regulatoria (que por

el método de obtencidn tiene unido AMP_)se guardé a -20°cC.
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V- PURIFICACION DE LA SUBUNIDAD CATALITICA DE LA

QUINASA DE PROTEINAS DEPENDIENTE DE AMP_ DE

MUCOR.

Salvo cuando se indique, todos los pasos de esta puri
ficacién se realizaron a 4°C. La preparacién de holoenzima,
proveniente de 150 g de micelio himedo, parcialmente purifi-
cado hasta la etapa de filtracién molecular se‘llevé a pH 6.3
con Gcido acético 1 N, agregado lentamente, y la suspensidn
se dejé reposar durante 10 min. Al caobo de este tiempo se cen
trifugd durante 10 min. a 12,000 x g. Se tomd el sobrenadante
y se dializd contra 100 volimenes de buffer C, El dializado se
sembrd en una columna de CM-Sephadex equilibrada con el
mismo buffer, manteniendo una relacién de 3 mg de proteina/
ml de resina empaquetada. Se recogid el percolado el cual se
sembré en otra columna similar, juntando nuevamente el per-
colado, Este se sembrd en una columne de afinidad de AMPC-
agarosa de 1 ml equilibrada con buffer Cy. Luego de la siem-
bra se lavé con este buffer hasta que la concentracién protei-
ca en el eluido fuera menor de 0,030 mg/ml.

Posteriormente se lavé la columna con buffer C] con-



teniendo CINa 0.6 M y se colectaron fracciones de 0.3 ml,
luego de recoger tres fracciones se cerrd la columna y se la
incubd o 20°C durante 5 min. y se continud eluyendo con el
mismo buffer a temperatura ambiente, hasta que la actividad
quindsica fuese despreciable. Las fracciones obtenidas selle
varon inmediatamente a 4°C. Se descartaron las fracciones
con una alta relacidén de proteina/actividad en;iméficc y se
juntaron todas las otras fracciones con actividad quindsica.
Estas se dializaron contra buffer C durante 60 min. con cam-
bios del buffer cada 20 min., El dializado se sembrd en una
columna de CM-Sephadex C-50 de 0.5 ml equilibrada con bu
ffer Cy la cual se lavdé con 6 volimenes del mismo buffer.

La enzima se eluyd con una solucién ce CINa 0.35 M prepara
da en buffer Cy. Las fracciones con actividad quindsica se
concentraron por didlisis contra sacarosa 2 M preparada en

buffer C La preparacién asi obtenida se guardd a 4°C.

1

Vi- OBTENCION DE LAS SUBUNIDADES CATALITICAS Y RE-

GULATORIAS DE LA QUINASA DE PROTEINAS DEPEN -

DIENTE DE AMP_DE TIPO Il DE CORAZON DE COBAYO.

Se anestesiaron tres cobayos con éter etilico y se les



extrajeron los corazones (6.5 grs. totales). Estos se lavaron
répidamente con buffer M frio y se cortaron en trozos peque
fios con una tijera, Se homogeneizd el tejido con 15 ml de
buffer M, en un homogenizador Omnimixer-Sorvall a la méx_i
ma velocidad. El homogenado se filtré a través de 4 capas de
gasa y el filtrado se centrifugd durante 10 min., a 2,000 x g.
El sobrenadante obtenido se sometié a los mismos pasos de
purificacién que los empleados en la obtencién de la holoen
zima de Mucor, descriptos en detalle en la seccidén Ill de
Materiales y Métodos. Estos fueron los siguientes: 1) Obten-
cién del SlOO 2) Precipitacidén con sulfato de amonio has
ta un 45% de saturacién. 3) Cromatografia en una columna
de DEAE-celulosa. En este paso se juntaron las fracciones
con actividad quindsica que corresponden a las fracciones e
luidas entre 0.15 y 0.20 M CINa, que es la zona del gradien
te donde eluyen las quinasas del tipo li. 4) Se realizd una
filtracién molecular por Sephacryl $-300. Se obtuvo una pre
paracidén cuya actividad especifica fue de 14,000 unidades/
mg de proteinas.

Con el objeto de disociar la holoenzima en sus subu

. . % ) . . .
nidades se incubd una alicuota de la preparacién enzimdtica
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conteniendo 100 /u,g de proteina con AMP_ 25 /u,M durante
un min. a 30°C.

Para separar ambas subunidades se realizé una croma
tografia en una columna mixta de Sephadex G=-25 de 4 ml so-
bre la cual se formd una capa de CM=-Sephadex C 50de 0.8 ml
(203). La columna se equilibré con buffer Cj.

Luego de sembrada la muestra se lavdéd la columna con
el mismo buffer de modo de eluir la subunidad regulatoria que
no se retiene en este tipo de columna. Se recogieron fraccio_
nes de 0.15 ml. Se juntd el volumen muerto conteniendo la
subunidad regulatoria y se termino de lavar la columna mixta
con 5 ml de buffer, Luego se eluyd la subunidad catalitica
con una solucién de CINa 0.4 M, preparada en buffer Cy .
Se recogieron fracciones de 0.15 ml y se guardaron aquellas
con actividad quindsica. Ambas preparaciones, la de subuni_
dad regulatoria y la de subunidad catalitica, se concentraron

en un concentrador Minicon B-15 y se utilizaron inmediata-

mente de preparadas,

VIil- MEDICION DE LA ACTIVIDAD QUINASICA DE PROTEINAS.

Para la medicién de la actividad quindsica de protei-

nas en presencia o ausencia de AMP_ 1 M se utilizd una mez-~
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cla de incubacidén compuesta por buffer Tris-CIH 50 mM 7.3,
Cl,Mg 10 mM, 2-mercaptoetanol 2 mM, ATP-Y -(P32) 0,1
mM (200-800 cpm / pmol) y como sustrato fosforilable 1.5
mg/ml de histona (tipo Il S Sigma) o 0.25 mg/ml del hepta-
péptido aceptor del grupo fosfato (kemptido)” en un volumen
final de 0.1 ml. Las incubaciones se llevaron a cabo durante
10 min a 30°C. Para separar el sustrato fosforilado del ATP-
X - (P32) sin reaccionar se procedié de dos maneras diferen
tes:

«) Luego de la incubacidn se siguid el método descripto por
ISHIKAWA (204), la reaccidén se detuvo sembrando la mezcla
de incubacidén en papeles de fosfocelulosa de 2 cm x 2 cm,
los cuales se lavaron con agua destilada cuatro veces conse-
cutivas agitando suavemente durante cinco min cada vez y
una Oltima vez con etanol destilado. Se secaron los papeles
con corriente de aire caliente y se conté la radiactividad
de los mismos segin se describe en la seccidn VII de Mate-

riales y Métodos.

* El kemptido cuya secuencia es Leu-Arg-Arg-Ser-Leu-Gly,
constituye el nGcleo fosforilable de lao piruvato quinasa
hepdtica y es uno de los mejores sustratos de las quinasas
de proteinas dependientes de AMP_.
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b) S8lo cuando se utilizd histona como sustrato, se siguid al
ternativamente el siguiente método (118): Se detuvo la reac
cién enzimética por agregado de 20/.L| de albimina de 50 mg/
ml seguidos de 1 ml de TCA 10%. Lo suspensidn se centrifugd
5 min a 5.000 rpm en una centrifuga clinica y se decanté el
sobrenadante. El precipitado se resuspendié en 0.2 ml de

PO4HNaNH, 1 My la proteina se reprecipité con 1 ml de

4
TCA 10%. El procedimiento de centrifugacidén, resuspensidn
y reprecipitacion se repitié dos veces mds. La resuspensidn
final se realizé en 0.1 ml de HOK 1 N. Se sembrd el total de
cada muestra en un cuadrado de papel Whatman 3 de 2 x 2
cm que se secd en estufa,

Los papeles secos se contaron en solucidon centella-

dora de tolueno en un contador de centelleo |iquido (ver con

taje de radiactividad).

VIIl- MEDICION DE LA ACTIVIDAD RECEPTORA DE AMP_.

La actividad receptora de AMP_ se midi6é por dos mé
todos diferentes: 1) Filtracién por membranas de nitrocelulo

sa y 2) Equilibrio de dialisis.
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1- Filtracidn por membranas de Nitrocelulosa.

Las mezclas de incubacidn se efectuaron de dos mo-
dos diferentes:

a) En un volumen de 50 /4,| conteniendo AMP_ (H3) 120 nM
buffer Tris-CIH 10 mM pH 7.3, y la alfcuota de la mues-
tra a ensayar (ensayo no activado).

b) En las mismas condiciones que el anterior pero contenien-
do ademds la mezcla de incubacién 1.5 mg/ml de histona
y CINa 0.5 M con el fin de producir la disociacién de la

holoenzima. (ensayo activado).

Las incubaciones se llevaron o cabo durante 5 min
a 30°C o 30 min a 4°C. Las mezclas de reaccién se filtraron
al vacio por membranas de nitrocelulosa (Schleicher y Schull
BA-15). Las membranas se lavaron con 20 m| de buffer Tris-
CIH 20 mM pH 7.3, los filtros se secaron en estufa y se con=
té la radiactividad de los mismos en solucién centelladora

de tolueno. (Seccidén XIl de Materiales y Métodos).

2- Equilibrio de didlisis,

Las mezclas fueron similares a las descriptas anterior
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mente excepto que se realizaron en un volumen de 0.2 ml

3y

. Estas mezclas se dializaron contra

5 ml de buffer Tris=CIH 10 mM,pH 7.2 y AMP_(H>) 120 nM,

y no tenian AMP (H

En el caso del ensayo activado (b) la solucidén de didlisis
contenia ademds 1.5 mg/ml de histona y CINa 0.5 M.

Las didlisis se llevaron a cabo durante 18 hs a 4°C.
Transcurrido este tiempo, se tomaron alicuotas de 25 /M.I de
las mezclas dializadas y de las soluciones de diélisis y se
sembraron sobre filtros de nitrocelulosa, los cuales se seca-
ron en estufa y se contd la radiactividad de los mismos como
se describid en el caso anterior.

La diferencia entre la radiactividad medida en la a-
Ifcuota de la mezcla de incubacidén y la medida enla alicuo
ta de lo solucidén de didlisis representa el AMP_ unido a la

proteina,

IX- MARCACION POR FOTOAFINIDAD DE LA SUBUNIDAD

REGULATORIA DE LA HOLOENZIMA DE MUCOR.

Seutilizé el método de HALEY con ligeras modifica-
ciones (205). La pureza radioquimica del reactivo 8-Az-

AMPC (P32) se comprobd por cromatografia en capa delgada
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en placas de celulosa, utilizando butanol: dcido acético: a-
gua (5:3:2 v/v) como solvente de desarrollo. Se sembraron
0.7 pmol de 8-Az AMPC(P32).

Las incubaciones para realizar la fotomarcacién se
realizaron con 300 unidades de holoenzima parcialmente puri
ficada hasta el paso de la Sephacryl $-300, en un volumen
de reaccion de 250 /u.J en buffer M, con 8Az—AMPc(P32) 'Ila,M
en presencia o ausencia de AMPC 30 uM. Los mezclas se pre-
incubaron en obscuridad durante 30 min a 4°C. Seguidamen-
te se fotolizaron con una fuente de radiacion UV (Mineralight
UVS-11) a 3 c¢m de distancia durante una hora a 4°C. Trans-
currido este tiempo la mezcla de reaccién se sembrd en una
columna de Sephadex G-25 equilibrada con buffer M y se re
cogid el volumen muerto, que fue concentrado hasta un vo-
lumen de 60 /u,l utilizando un concentrador Amicon B-15. Es
ta muestra se utilizd para realizar una corrida electroforéti-
ca en gel de poliacrilamida con SDS segdn se describe en la
seccién X de Materiales y Métodos.

Para determinar el porcentaje de unién covalente for-
mado durante la fotdlisis se procedid como se describid ante-

riormente excepto que las preincubaciones se realizaron en
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un volumen de 50 /.l utilizando 66 unidades de holoenzima ,
Luego de la fotdlisis se procedid del siguiente modo: se agre
garon a las muestras 10 /u.'l de albdmina de 50 mg/ml seguidos
de 1 ml de TCA 10%. Se centrifugaron las mezclas a 5.000

rpm durante 5 min. y se descartd el sobrenadante. El precipi-
tado se disolvid en 0.2 ml de PO4HN<:|NH4 1 M se volvid a

precipitar con TCA 10% y se recentrifugdé. Este proceso se re
pitié dos veces mas y finalmente el precipitado se redisolvid
en 0.1 ml de HOK 1 N y se sembrd en papeles Whatman 3 de

2 x 2 cm., Los papeles se secaron en estufa y, se sumergieron
en solucidn centell adora de tolueno y se contd la radiacti-

vidad segin se describe en la seccion XIl de Materiales vy

Métodos,

X - ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA,

] - Preparacién de los geles.

Las electroforesis en geles de poliacrilamida se lle-
varon a cabo en tubos de vidrio de 7 x 120 mm o en geles
planos verticales de 1.5 mm de espesor. Los geles en tubo te

nian un gel separador de 5% de acrilamida y 0.2% de bisa-
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crilamida y los geles planos uno de 7% de acrilamida y
0.2%de bisacrilamida. Ambos tipos de geles Ilevaron como gel
concentrador uno de 5% de acrilamida y 1.25% de bisacrila-
mida. Los geles se prepararon siguiendo las instrucciones del
manual de .CANALCO (206). Lo composicion del buffer de ge
lificacién fue Tris-ClH 0.37 M pH 8.9 y la del buffer de co-
rrida Tris-glicina 0.19 M pH 8.3 para los geles en tubo vy pa
ra los geles planos el mismo buffer con el agregado de SDS
0.1%. Se vtilizé como marcador del frente de corrida azul
de bromofenol. Las corridas se realizaron a 4°C para los ge-
les en tubo y a temperatura ambiente para los geles planos,
a una intensidad de 2 mA por tubo o por siembra respectiva-
mente hasta que el colorante llegara al gel separador. Pos-
teriormente la corriente se elevé a 5 mA por tubo o por siem
bra y se continud la corrida hasta que el colorante hubiera
recorrido 10 cm desde el lugar de la siembra.

La tincién de las proteinas se realizé con Azul de
Coomasie (0.24 gr/100 mlde una mezcla de Metanol: Acido
Acético: H,O (5:1:5 v/v) durante 2 hs a 60°C. Después de
la tincién los geles se lavaron con una mezcla de Metanol:

Acido Acético:H,O (25:50:825 v/v) para eliminar el colo-
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‘rante no fijado especificamente a las proteinas,

2- Medicidn de actividades quindsicas y receptoras de AMPC

en geles.

La medicién de la actividad fosforilante y receptora
de AMPC se llevd a cabo en corridas electroforéticas en ge-
les en tubo. Se cortd el gel en rodajas de 2 mm de espesor,
cada una de las cuales se sumergido en 200 }Ll de la siguien-
te mezclo de extraccion: buffer Tris~-CIH 20 mM pH 7.2,
EDTA 2 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, albimina 1 mg/ml y
glicerol 20%. Los tubos se dejaron agitando suavemente du-
rante toda la noche a 4°C. Se determinaron las actividades
quindsicas y receptora de AMP_ en alicuotas de 90 /yul de la

- P . P . .
solucidon de extraccion, de la siguiente manera:

actividad quindsica: se agregaron 'IOIu,l de una solucién

P32

que contenia ATP-T( ) 500 /uM , histona 15 mg/ml y la
mezcla se incubé durante 15 min a 30°C. Luego se proce~-

dié como se indicd para la medicién de la actividad quiné-

sica en la seccién VIl de Materiales y Métodos.

‘actividad receptora de AMP _: se agregaron 10/L| de una so-
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lucidén de AMPC (H3) 2 /uM y se procedid como se indicd pa-
ra el ensayo de la actividad receptora de AMP_ en la seccidn

VIl de Materiales y Métodos,

3 - Medicién de la radiactividad en los geles:

Las rodajas se sumergieron en 200 /u.l de H,09 30%
p/v y se calentaron en un bado a 100°C durante 20 min. pa-
ra disolver el gel. Transcurrido este tiempo se trasvasé laso
lucién a viales de plastico conteniendo solucidon centella-
dora de tritén-tolueno y se contd la radiactividad de las mis

mas (ver seccién X1l de Materiales y Métodos).

4 - Determinacidn de pesos moleculares en geles de poliacri-

lamida.

Se siguieron las instrucciones del manual de Canalco
(206) para lo cual se incubaron las muestras problemas un
min a 100°C en buffer Tris~CIH 50 mM pH 8 conteniendo
SDS 1% y 2-mercaptoetanol 2% cuando se indica. Como mar
cador de pesos moleculares se utilizaron: /Q'Gclqcfosidqsq,

Fosforilasa , albGmina y ovoalbimina,
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5 - Avtorradiografia de los geles.

Los geles radiacti- os planos se secaron sobre papel
Whatman n® 3 en un secador de geles marca Pharmacia (GSD-4)
con ayuda de calor y se pusieron a impresionar peliculas
Kodak (X-Omat S FILM) con ayuda de una pantalla amplifica
dora Kodak, a -70°C por un periodo de 4 a 10 dias. Luego se

procedid al revelado de la pelficula.

Xl - DETERMINACION Y CALCULO DE LOS PARAMETROS MO-

LECULARES E HIDRODINAMICOS DE LA HOLOENZIMA'Y

DE SUS SUBUNIDADES.

1 - Ultracentrifugacidén en gradientes de sacarosa.

Se uvtilizaron gradientes lineales de 5-20% (4.5 ml)
de sacarosa preparados en buffer M, conteniendo segin el ex
perimento a realizar AMP_ 100-200 nM, CiINa 0.5 M y albd
mina 0.7 mg/ml.

Los gradientes se armaron con 4 capas de sacarosa de
20, 15, 10 y 5% una sobre otra, cada una de 1.14 mi y se de
jaron reposar 2 horas a temperatura ambiente para que se for

mase el gradiente lineal. Luego se los |levd a 4°C inmediata
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‘mente antes de sembrar |a muestra junto con los marcadores.
Una vez sembrados se corrieron los gradientes durante 16 ho-
ras a 40.000 rpm en un rotor SW 55 Ti a 4°C. Al terminar la
corrida se recolectaron fracciones de 0.2 ml haciendo sifén
desde el fondo del tubo. Las proteinas marcadoras utilizadas
fueron: glucosa oxidasa, fosfatasa alcalina, peroxidasa y ci-

tocromo C,

2 - Filtracién molecular por resinas de Sephacryl $-300,

La filtracidn se realizé en una columna de Sephacryl
$-300 de 1 cm de didmetro por 64 ¢cm de altura, equilibrada
con buffer M, cuando se quizo determinar el radio de Stokes
de la holoenzima. Para la determinacidén del radio de Stokes
de sus subunidades, la columna fue equilibrada con buffer M,
AMPc 120 nM, CINa 0.5 M y albimina 0.7 mg/ml. Cada una
de ellas fue eluida con el buffer de equilibrio a un flujo de
5 ml por hora, recogiéndose fracciones de 0.5 ml, El volu -
men de exclusién se midiéo pasando por la columna Azul de
dextrano mg/ml disuelto en buffer M conteniendo CINa 0.5 M,
para evitar fenédmenos de adsorcion. Las proteinas marcadoras

utilizadas para la filtracién en gel fueron:(a-gclacfosidosa,
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catalasa, peroxidasa y citocromo C.

X1.3 - Radio de Stokes.

Para estimar el radio de Stokes de la quinasa de pro-
teinas y de sus subunidades se utilizaron los datos de elucidn
de la columna de Sephacryl $S-300. El valor del radio de
Stokes se obtuvo graficamente, segin el método de Laurent y
Killander (207), representando (-log K ) 1/2 versus el radio
de Stokes de las proteinas marcadoras. El K se define como

av

la relacidn:

vV -V
e i) _ ..
K = donde V = volumen de eluciédn de la
av v -V € roteina
' L ]
t o P
V = volumen de exclusidén de la
o

columna.

V = volumen total de la resina.

Xl. 4 -~ Coeficiente de sedimentacién.

El coeficiente de sedimentacidn ) de la holoen

(SZO,W

zima y de sus subunidades se obtuvo a partir de los datos de

sedimentacion en gradientes de sacarosa, De la relacién li-



neal obtenida al graficar la distancia recorrida por las pro-
teinas marcadoras desde |la superficie del gradiente en fun -
cién de sus respectivos S, se obtuvo por interpolacidn en la

recta los coeficientes de sedimentacidén de las proteinas in-

cégnitas,

X!.5 - Peso molecular.

El peso molecular de la holoenzima y de las subuni-
dades regulatorias y cataliticas fue calculado de acuerdo al

método de Siegel y Monty (208) aplicando la férmula:

donde N es el nimero de Avogadro; ‘7 20 w €5 la viscosidad
del agua a 20°C (1,1 x 10'2g/cm.seg), a es el radio de

Stokes, S es el coeficiente de sedimentacidn, v es el
r =20,w

volumen especifico parcial (se consideré v = 0,74 cms/g) y

j’20 w €5 la densidad del agua a 20°C (0,988 g/cm3).
’
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Xl.6 - Cociente friccional.

Para calcular el cociente friccional f/fo se utiliza-
ron los pardmetros calculados antes (a y PM) aplicando la

formula de Siegel y Monty (208):

[ 47 pN -]’/3
L i}

X1.7 - Parédmetros de las proteinas marcadoras.

Los valores de los pardmetros de las proteinas marce
doras vtilizadas en los gradientes de sacarosa y en la filtra

cién en gel se resumen en la Tabla ||l

XIl - OTRAS TECNICAS.

X11.1- Sintesis del ATP ( ¥ -P32).

Para la sintesis de este nucledtido radiactivo se siguid
en Iineas generales la técnica de Glynn y Chappell (213)con

las modificaciones introducidas por Chang et al (214).

X11.2- Dosaje de proteina,

La proteina fue valorada por el método de Bradford
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TABLATII

Pardmetros hidrodindmicos y moleculares de las proteinas marcado-

ras utilizadas.

Proteina Coeficiente de Radio de Peso molecular
Sedimentacidn Stokes
S a
20, w (nm) (*)
(S) (K)

f3-galactosidasa 15,9 (209) 6,8 (209) 520
Citocromo C 1,7 (209) 1,8 (209) 12,4
Catalasa 11,3 (209) 5,21 (209) 247
Peroxidasa 3,5 (210) 3,04 (**) 39,8 (210)
Fosfatasa alcalina 6,3 (211) 2,93 (**) 80 (211)
Glucosa oxidasa 8,3 (212) 4,18 (**) 152 (212)

(**) Los valores del radio de Stokes (a) se obtuvieron de la férmu-
la a=k T/6 T r? 20, w* D20,w tomada de Haga y colaboradores (209)
utilizando los valores de los coeficientes de difusidén corregidos
(D20,w) tabulados (212,210), donde k es la constante de Boltzman,
|Z 20, w es la viscosidad del agua a 20°C y T es 293 K.

(*) K = kilo Dalton.
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(215), vtilizando albimina de suero bovino como patrén,

X11.3- Determinacion de las proteinas marcadoras en gradien-

tes de sacarosa y geles

Catalasa: se midié la actividad enzimdtica valorando el sus-
trato no consumido (H202) con solucidon de IK de
acuerdo al método de Terenzi et al. (216).

Citocromo C: se valordé por espectrofotometria en el visible,

midiendo la absorbancia a 410 nm.

Peroxidasa: se siguid la técnica descripta en el Manual de

Worthington (217), midiendo el color desarrolla-
do cuando la o-dianisidina se oxida al descompo
nerse el H2O2 en presencia de la enzima,

Fosfatasa alcalina: se dosé midiendo a 410 nm el p-nitrofenol

liberado al tratar p-nitrofenilfosfato con
la enzima segin la técnica descripta en el
Manual de Worthington (217).

Glucosa Oxidasa: se midio segin el método de Hugget y Nixon

(218) con el sistema acoplado peroxidasa-

o-dianisidina.
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ﬁ-Goloctosidosa: se valord siguiendo el método descripto
L

en el Manual de Worthington (217) utili-
zando o-nitrofenil, P -D galactopiranési

do como sustrato,

X11.4 - Medicidn de la radiactividad.

Para el contaje de las muestras radiactivas se utilizd
un contador de centelleo liquido marca Packard Tricarb Mod.
3003. Las muestras resultantes del ensayo de quinasa, indis-
tintamente del método empleado y las del ensayo de la acti-
vidad receptora de AMP_, se contaron en viales de plastico
chicos con 3 ml de solucién centelladora de tolueno apoya -
dos sobre los viales standard del aparato,

La composicion de la solucidn centelladora fué: 0.1
g de dimetil POPOP (1,4-bis 2 (4-metil-5-fenil oxazolil ben
ceno), 4 g de PPO (2,5 -difeniloxazol) por litro de tolueno.

Para medir radiactividad en soluciones acuosas se u-
tilizé una solucidn centelladora de Tritén:tolueno (1:4 v/v).

La radiactividad del Pi32 se midid con una ganancia
del 25% y con una ventana de 50~<0.La del H3 se midié con

60% de ganancia y con una ventana de 50-1000,



X1l - REACTIVOS.

El AMPC (H3) (actividad especifica 38 Ci/mmol) fue
provisto por Radio Chemical Centre (Amersham) y el 8-Az~-
AMPc (p32) (79 Ci/mmol) por ICN,

El Pi32 en solucién clorhidrica utilizado para la sin-
tesis del ATP-7 - (P32) se obtuvo de la Comisién Nacional
de Energia Atémica.

Los siguientes reactivos fueron provistos por SIGMA:
citocromo C, ovoalbimina, las enzimas marcadoras, ATP,
AMP_, 8az-AMP_, Tris, albdmina sérica cristalina, SDS,
TCA, Kemptido, histona tipo Il S, DEAE-celulosa microgra-
nular, AMPc-agurosa (con el AMP_ ligado a la resina por el
Cg a través de un brazo espaciador de 6 dtomos de C). Qui-
nasa de proteina de tipo |l de corazén de bovino.

La acrilamida fue provista por BDH o Merck, la bisa
crilamida por FLUKA y el Temed por EastmanKodak.

De Pharmacia (UPSALA) se obtuvieron las siguientes
resinas: Sephadex G-25 de poro medio, CM~-Sephadex C-50
y la Sephacryl $-300. Los concentradores Amicon B-15 de

Amicon Corp. Lexington, Mass y las placas de celulosa de

Merck.
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El papel de fosfocelulosa utilizado fue marca Whatman
y las membranas de nitrocelulosa de Schleicher & Schull BA
85 de 0.45 Mm de poro.

El resto de los reactivos utilizados fue de grado ana-

Iftico.



RESULTADOS Y DISCUSION
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I- PURIFICACION PARCIAL DE LA QUINASA DE PROTEINAS

DEPENDIENTE DE AMP .

Para la purificacion parcial de la quinasa de protei-
nas dependiente de AMPC se aplicd el procedimiento que fi-
gurd detallado en la seccidén [lIl de Materiales y Métodos.

Dicho método fue bdsicamente descripto en la Tesis
Doctoral de S. Moreno (201) para la purificacidén parcial de
la holoenzima proveniente de células levaduriformes y fue
aplicado con ligeras variaciones. La modificacidon principal
corresponde al paso de la filtracién molecular, en el cual
se reemplazd la columna de Sephadex G-200 por una de
Sephacryl $-300. En esta resina la inclusidn de la quinasa
es mds acentuada que en la Sephadex G-200 y la purifica -
cion obtenida fué mayor.

En la tabla IV a modo de ejemplo se presenta un cua
dro de las diferentes etapas de purificacién de la holoenzima
obtenida a partir de 50 grs. de micelio.

Para los experimentos presentados en este trabajo se

utilizd la holoenzima purificada hasta la etapa 4.
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TABLA |V

Purificacién de la quinasa de proteinas dependiente de AMP,

Fraccién Proteina  Actividad especifica  Purificacién  Rendim,
Total (unidades/mg prot.) ( veces ) %
(mg)

]-S.Ioo 1625 67 1 100

2- Sulfato de Amonio 187 396 5.9 68

3- DEAE-celulosa 37.5 778 11.6 26.7

4~ Sephacryl $-300 5.9 3300 50 18

I[I-DETERMINACION DE LOS PARAMETROS MOLECULARES E

HIDRODINAMICOS DE LA HOLOENZIMA Y DE SUS SUB-

UNIDADES.

Para el cédlculo de los pardmetros moleculares e hi -
drodindmicos de la quinasa dependiente de AMPc de M.rouxii
y de sus subunidades regulatoria y catalitica, se utilizaron
los datos de los coeficientes de sedimentacién y radios de
Stokes obtenidos por centrifugacidon en gradientes de sacaro
sa y filtracidon molecular en Sephacryl $S-300 respectivamen-

te.
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Il. 1- Determinacidén de los coeficientes de sedimentacion.

Las centrifugaciones en gradientes de sacarosa se |le-
varon a cabo siguiendo el procedimiento general descripto en
la seccion X| de Materiales y Métodos.

Para la obtencidn de los coeficientes de sedimentacion
de la subunidad regulatoria y de la subunidad catalitica se in
cubd una alicuota apropiada de la preparacién de holoenzima
en condiciones disociantes, y el gradiente fue armado inclu -
yendo en cada capa CINa 0.5 M y AMP_ 120 nM para evitar la
reasociacidon de las subunidades durante la corrida.

La figura 5 muestra las actividades quindsicas y recep
tora de AMP_ de la holoenzima (5 A) y de sus subunidades
(5 B) y la posicion de las proteinas marcadoras, indicada por
flechas.

Por interpolacidn en la Iinea recta que relaciona las
distancias recorridas por las proteinas marcadoras desde la su
perficie del gradiente y sus respectivos coeficientes de sedi-
mentacién (grafico 5 C) se obtuvo un valor para el coeficien
te de sedimentacidon de la holoenzima de 8.5 S y de 6.2 y
3.2 S para las subunidades regulatoria y catalitica respectiva

mente,



Figura 5.- Centrifugacidn en gradientes de sacarosa 5-20% de
la holoenzima (A) y de sus subunidades regulatoria y cataliti-
ca (B). Se incubaron para el experimento de la figura 5 A
120 unidades de la preparacidn de holoenzima y 50 unidades
para el experimento de la figura 5 B durante 1 min a 30°C en
un volimen final de 0.2 ml con los siguientes agregados: (A)
ninguno, (B) 3uM de AMP (H ). CINa 0.5 My 0.5 mg/ml de
albdmina. El gradiente en (B) contenia CINa 0.5 M, AMP (H3)
130 nM y albéminag 0.5 mg/ml.

En alicuotas adecuadas de cada fracciédn se midid la
actividad quinésica utilizando histona como sustrato —e— ,
Para medir la actividad receptora de AMP_ (-o-) se tomaron
alfcuotas de cada fraccidn y se procedlo de la siguiente ma-
nera: en (A) se incubaron con AMP_ (H ) segin se detalla en
la seccidon VIlIlI.1-a de Materiales y Métodos y en (B) se filtra
ron directamente por membranas de nitrocelulosa y se conté la
radiactividad de las mismas. La figura 5 C muestra la relacién
entre los coeficientes de sedimentacidn (520 w) y las distan-
cias recorridas desde el sitio de siembra por ‘las proteinas mar-
cadoras (e), por la holoenzima (A ) y por sus subunidades re-
gulatoria (DO°) y catalitica ( o ). Como proteinas marcadoras
se utilizaron: Glucosa oxidasa (GO), Fosfatasa alcalina (F),
Peroxidasa (P) y Citocromo C (Cit).
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112 Determinacion de los radios de Stokes.

Para determinar los radios de Stokes de la holoenzi-
ma y de sus subunidades se utilizd la filtraciédn molecular en
Sephacryl $-300 como se indicd en la seccidon X| de Materia-
les y Métodos., Para obtener las subunidades se incubdé la ho-
loenzima en condiciones disociantes y la columna estaba e -
quilibrada con buffer M conteniendo CINa 0.5M y AMP_. 120
nM. La figura 6 muestra el perfil de actividades obtenidas
en ambos casos.

En el insertado de la misma figura se puede ver lare

lacidén entre el (-10g(K

av))]/Z y el radio de Stokes de las
proteinas marcadoras y las posiciones correspondientes a la
holoenzima y sus subunidades regulatorias y catalitica. Por
interpolacién se obtuvieron los siguientes radios de Stokes:

holoenzima 6.5 nm, subunidad regulatoria 5.9 nm, y subuni-

dad catalitica 2.8 nm.

I1-3 Determinacidn del peso molecular.

Una vez conocidos los coeficientes de sedimentacidn

y el radio de Stokes de la quinasa y de sus subunidades y su-



Figura 6.~ Filtracién en columnas de Sephacryl $-300 (1 x 64"
cm) de la holoenzima (6 A) y de sus subunidades regulatoria
y catalitica (6 B). Se incubaron 60 unidades de una prepara-
cién de holoenzima en un volumen final de 1 ml durante 1 min
a 30°C con los siguientes agregados: (A) ninguno, (B) AMP,
(H3) 2 uM, CINa 0.5 M y albdmina 0.5 mg/ml. La columna en
(B) fue’equilibrada con AMP_(H3) 120 nM, CINa 0.5 M y alb{
mina 0.5 mg/ml. La filtracién se desarrolld como se indicé en
la seccién X!| de Materiales y Métodos. En alicuotas de las
fracciones eluidas se midido la actividad quindsica, con histo-
na como sustrato(-e-) La actividad receptora de AMP_ —o-)se
midid con el método descripto en la secciédn VIII-(1-a) de Ma-
teriales y Métodos en el experimento de la figura 6 A, y en
el de la 6 B por filtracidn directa de una alicuota por mem -
branas de nitrocelulosa. La flecha indica el volumen muerto
de la columna. En el grafico insertado se muestra la relacién
entre el (-log Kg) 1/2 y el radio de Stokes de las proteinas
marcadoras (O ) que fueron cromatografiadas en un experimen
to independiente. ( 4) Subunidad catalitica, (e) subunidad re-_
gulatoria y (*) holoenzima.

Como proteinas marcadoras se utilizaron: 3 -Galactosi-
dasa (/3-Gol), Catalasa (Cat), Peroxidasa (P) y Citocromo C
(Cit).



-105-

pmoles AMPc unidos/fraccion

uwn
N 2 - o m N =
O O O o o O o
LI L 1T —
€
O
o
>
w
(> o]
™
N
™
(Vo]
N
o
N
S
1 ] L
O & N O©

UO0I99DJ}/SIPDPIUN  DIISDUINGY PDPIAI}IY



-106-

poniendo que el volumen especifico parcial es semejante al

de las proteinas globulares solubles (0.74 ml/g ), se estima-
- . o

ron los pesos moleculares utilizando la ecuacién planteada

en la seccion X| de Materiales y Métodos. Los pesos molecu-

lares calculados fueron: holoenzima 255 K, subunidad regula

toria 169 K y subunidad catalitica 41 K,

Il. 4- Determinacidén del cociente friccional.

Con los valores de los pesos moleculares y de los ra-
dios de Stokes se calcularon los valores de los cocientes fric
cionales f/f_ aplicando la férmula planteada en la seccidn
X1 de Materiales y Métodos.

Los valores obtenidos fueron: holoenzima 1.54, subu-
nidad regulatoria 1.61 y subunidad catalitica: 1.2.

En la tabla V se resumen los valores de los parame -
tros moleculares e hidrodindmicos de la holoenzimq y sus sub
unidades.

Los valores hallados de los par@metros moleculares e

hidrodindmicos indican que la holoenzima de M. roux.: es u-

na molécula grande y asimétrica. Los datos que se encuentran
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TABLA V

Pardmetros moleculares e hidrodindmicos de la holoenzima y

de sus subunidades.

Szglw nam Pé\l\ £/f,
holoenzima 8.5 6.5 255 1.54
subunidad regulatoria 6.2 5.9 169 1.61
subunidad catalitica 3.2 2.8 41 1.2

en la bibliografia para la mayoria de las quinasas de protefi-
nas dependientes de AMPc de eucariontes superiores oscilan
alrededor de: 160 K para el peso molecular y entre 6.5 y
7.3 S para el coeficiente de sedimentacion (105-106). En or
ganismos eucariontes inferiores tampoco se encuentran valo-
res tan altos, a excepcidén del valor informado por SY (115)
de 130 K para la holoenzima de levadura de panaderia.

Estos valores altos para la holoenzima de Mucor son

debidos a la subunidad regulatoria, dado que los valores de
la subunidad catalitica son similares a los de las subunidades

cataliticas de enzimas de eucariontes superiores (7). La sub-
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unidad regulatoria de la holoenzima de M. rouxii tiene un
peso molecular y un coeficiente de sedimentacidn sorpren-
dentemente altos, si se tiene en cuenta que en organismos sy
periores las subunidades regulatorias tienen un peso molecu-
lar que oscila entre 98 y 112 K segin el tipo de isoenzima
de la cual se trate.

Lo asimetria de la holoenzima también es consecuen-
cia de la asimetria de la subunidad regulatoria, dado que co
mo se puede ver en la tabla V la subunidad catalitica tiene
un f/fo cercano a la unidad,

De los pesos moleculares obtenidos para la holoenzi-
ma y para las subunidades regulatoria y catalitica y por ana
logia con las quinasas de eucariontes superiores, se puede
proponer para la holoenzima de Mucor una estructura polimé
rica del tipo RxCZ formada por dos subunidades cataliticas

y una subunidad regulatoria. R, expresa la posibilidad de que

X

la subunidad regulatoria misma sea un oligémero,

111 - MARCACION POR FOTOAFINIDAD DE LA SUBUNIDAD

REGULATORIA DE LA QUINASA DE PROTEINAS DEPEN-

DIENTE DE AMP_ DE M. ROUXII,
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Como se vid en la seccidn anterior, los métodos has-
ta aqui utilizados permitieron conocer el coeficiente de se-
dimentacidn, el radio de Stokes y por lo tanto calcular el
peso molecular de la subunidad regulatoria, pero nada pode-
mos saber sobre su estructura polimérica., Para poder dilucidar
si ésta proteina es un mondmero o un oligémero, se utilizé la
marcacidn por fotoafinidad. La subunidad regulatoria es sucep
tible de ser marcada radiactivamente a través de la formacidn
de una unidon covalente por fotoafinidad con un andlogo del
AMPC, el 8~Az-AMPc(P32). Por exposicidén a radiacion uvltra-
violeta se produce la fotolisis del grupo azido, generéndose
un radical nitreno, altamente reactivo, que se une covalen-
temente en el sitio receptor del nucledtido de la subunidad
regulatoria. Con el anélogo radiactivo covalentemente unido,
se puede estudiar la estructura polimérica de la subunidad
regulatoria, analizando el perfil de radiactividad luego de
una electroforesis en gel de poliacriloamida en condiciones di

sociantes.

Ill.1- Control de la calidad del andlogo radiactivo.

Para controlar la calidad del 8-Az-AMPc (P32) se u-
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tilizd cromatografia en capa delgada tal como se describid
en la seccidn [X de Materiales y Métodos. Se realizaron tres
tipos de controles. En el primero se cromatografié directamen
te el reactivo comparando su movilidad con un standad de 8-
uzido-AMPc no radiactivo. Mediante el revelado por UV y
el perfil de radiactividad obtenida al cortar la placa en sec-
cién de 0.3 cm y contar lo radiactividad de las fracciones,
se encontré que ambos compuestos tenian un Re= 0.58.

En el segundo control, se corrid el reactivo previa -
mente fotolizado, utilizando también como marcador el reac-
tivo no radiactivo y fotolizado en las mismas condiciones. Se
vié que el pico de Rg=0.58 desaparecia en ambos casos, trans
formdndose en un pico principal de Rf= 0.42,

El tercer control consistiéd en sembrar el andlogo ra-
diactivo en la placa de celulosa y luego fotolizar le misma.
Se encontrd que un 18% del reactivo queda en el origen de
la corrida, indicando que se descomponia y podria formar u-

niones covalentes.

32

It1.2- Determinacidn de la A0 5 del 8-Az-AMPc (P™7) para

la subunidad regulatoria de la quinasa de M. rouxii.




Para realizar la marcacion de la subunidad regulato-
ria con el 8 Az-AMP_ (P32) en condiciones de saturacion de
los sitios receptores para el nucleétido fue preciso obtener
la A0.5 para el andlogo, es decir la concentracién del nu -
cledtido que satura la mitad de los sitios de una cierta can~-
tidad de proteina receptora. Las incubaciones se realizaron
con una cantidad fija de proteina (10 unidades de holoenzi-

32

ma) y concentraciones crecientes de 8-Az-AMP_ (P "), duran
te una hora a 4°C, como se indicd para la medicion de la ac
tividad receptora de AMPC en la seccidn VIIlI de Materiales
y Métodos (método activado). En la figura 7 se puede obser-

var la actividad receptora de B—Az-AMPC (P32

) en funcidn

de la concentracidén de este nucledtido. Se puede ver que la
concentracidon del andlogo que satura la mitad de los sitios
presentes es de 250 nM. Por trabajos previos en el laborato-
rio se sabia que la Ay 5 para el AMP_ era de 30 nM (119).
De estos resultados se deduce que la afinidad de la subunidad
regulatoria es de 8 veces menor para el andlogo que para el

AMP,.

111.3- Verificacidn del porcentaje de unién covalente forma-

do en la fotdlisis.
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Figura 7: Saturacién de la actividad receptora de B-Az-AMPc(Paz)_
de la subunidad regulatoria de la holoenzima de M.rouxii.
Se incubaron 10 unidades de holoenzima en un volumen
final de ")O/u,l, conteniendo histona 1.5 mg/ml y CINa
0.5 M, y las concentraciones de 8-Az—AMPc(P32) indica-
das en coda punto en el grdfico. Se incubaron las mez -
clas durante una hora a 4°C y al cabo de este tiempo se
filtraron por membranas de nitrocelulosa, y se contéd la
radiactividad de las mismas.



Con el objeto de conocer los pmoles de 8-Az-AMP_

32

(P"") unidos covalentemente a la proteina que debian sem -
brarse para realizar una electroforesis en gel de poliacrila-
mida con SDS, se estudid la proporcion de unién covalente y
especifica del ‘8-Az-AMP (P32) a la subunidad regulatoria.

Se tomd como criterio de formacién de uniones cova-
lentes, las moléculas de 8~-Az-AMP_ (P32) que permanecieron
unidas a la proteina después de precipitar la proteina con
TCA 10% . Como control se utilizd la quinasa de proteinas
de AMP_ de tipo Il de corazén bovino, para la cual ya fue
estudiada la eficiencia y especificidad de la fotomarcacién
(219).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla VI.

Se deduce de ello que la eficiencia de fotomarcacidn
especifica para la enzima de Mucor es muy baja, sélo del

10%, comparada con la holoenzima de corazén de bovino.

Ill. 4- Electroforesis en gel de poliacrilamida de la subuni-

dad regulatoria de la quinasa de Mucor con el 8-Az-

p32

AMP _ (

) unido covalentemente.

Para conocer la estructura oligomérica de la subuni-
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TABLA VI

Union del 8-Az-AMP a la quinasa de proteinas dependiente

de AMP de Mucor y de corazdn bovino,

8Az-AMP_(P%2) AMP_  hv (254nhm) TCA  fentomoles de
8-Az-AMP, (P32) unidos

a + 110
b + + 0
c + + + 12
d + + + + 0.6
e + 280
f + + 0
g + + + 220
h + + + + 115

Se preincubaron y fotolizaron con 8-Az-AMP_ (P32) 66 unida-
des de holoenzima de Mucor y 13 unidades de holoenzima de
tipo Il de corazén bovino con las indicaciones especificadas
en la tabla y de occuerdo o lo descripto en la seccidédn IX de

Materiales y Métodos.



dad regulatoria y determinar el peso molecular de los proba-
bles mondmeros, se sometio a la subunidad regulatoria de la

holoenzima de Mucor a la fotomarcacidn con 8-Az-AMPc(P32)

(Materiales y Métodos, seccién IX) y posteriormente se rea-
lizd una electroforesis en gel plano de poliacrilamida con
SDS.

Para esto se realizaron tres incubaciones que fueron
procesados segin se describid en la seccidon X de Materiales
y Métodos. En una de ellas se obvido la presencia de 2-mercap
toetanol, con el objeto de estudiar la existencia de uniones
covalentes disulfuro entre los posibles mondémeros de ia sub-
unidad regulatoria, Finalizada la corrida se procedid a secar
el gel y una parte del mismo, conteniendo una calle donde
se habia sembrado una muestra tratada con la mezcla desna-
turalizante completa, se cortd en tiras de tres mm de ancho
y se contd la radiactividad de las mismas. El resto del gel
se avtorradiografio.

La figura 8 A muestra la densitometria de la autorra
diografia. Se obtuvieron en ambos caosos dos bandas con un
Rf= 0.58 y 0.67 correspondientes a pesos moleculares de 74

y 62 K respectivamente segin surge de la interpolacidén en



Figura 8.- Electroforesis en gel plano de poliacrilamida (7 %)
de la subunidad regulatoria de la quinasa de proteinas depen-
diente de AMP , marcada por fotoafinidad.

Se incubaron y fotolizaron 200 unidades de holoenzima
con 8-Az-AMP (P32) como se describid en Materiales y Méto-
dos en la seccidn IX, Finalizada la corrida se secd el gel y se
lo autorradiografié. En (A) se muestra la densitometria de la
autorradiografia y en (B) la relacidén entre el logaritmo PM
(expresados en K), de las proteinas marcadoras y los R, de las
mismas. Proteinas maicadoras (@ ): ( (3 -Gal) ﬁ)-Ga acto-
sidasa, (Fos) Fosforilasa, (Alb) Albimina, (ov) ovoalbimina.

* .y 4 bandas de 74 y 62 K respectivamente con el a
ndlogo radiactivo unido. -
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el gréfico que relcciona el logaritmo del PM de las protei -

nas marcadoras ccn los Ry correspondientes (figura 8 B). Es -

tos resultados indicen que no existen uniones disulfuro entre
los mondémerons de lo subunidad regulatoria. En la figura 9 se
muestra el perfil obtenido al cortar el gel seco en tiras de

3 mm y contar la radiactividad de las mismas segin se expli-

cb6 anteriormente. El histograma muestra nuevamente dos pi -

cos con R, 0.58 y 0,67 coincidentes con las bandas de la au-
torradiografia.

La existencia de dos bandas con el andlogo radiacti-
vo unido se puede deber a lo siguiente:

1) Proteélisis endégena de la subunidad regulatoria. Previa-
mente en el |laboratorio se habia observado que durante el
agislamiento de la subunidad regulatoria, ésta era muy sen
sible a la protedlisis enddgena, produciéndose fragmentos
proteoliticos que conservaban la capacidad receptora de
AAAPC. Por lo cual la proteina de 62 K podria provenir de
la proteina de 74 K por protedlisis de la misma.

2) Diferente grado de fosforilacién. SY y colaboradores (142)
encontraron que el grado de fosforilacién de la subunidad

regulatoria de la holoenzima de levadura de panaderia
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Do

Figura 9:

27 36 45 54 63 72 81 mm.

Perfil de radiactividad obtenido cuando una parte del
gel descripto en la leyenda de la figura 8, se cortd en
tiras de 3 mm de ancho y se conté la radiactividad de
las mismas, segin se describié en Materiales y Métodos

en la seccion XII.



-119-

disminuye su movilidad en geles de poliacrilamida con
SDS, con lo cual ambas bandas podrian ser la misma pro
teina con diferente grado de fosforilacién.

3) Una posibilidad que no se puede desechar con los datos
experimentales que se disponen, si bien seria realmente
sorprendente, es la existencia de dos subunidades con
peso molecular diferente.

Descartando esta Oltima posibilidad y teniendo en
cuenta el peso molecular obtenido para la subunidad re-
gulatoria no disociada (ver capitulo Ill de Resultados) se
puede deducir una estructura dimérica para la subunidad
regulatoria.

Se puede afirmar entonces que la quinasa de Mucor

es un tetrdmero (R,C,) formado por dos subunidades catali

ticas (C) y un dimero de subunidad regulatoria (R).

IV - EXISTENCIA DE UN COMPLEJO TERNARIO HOLOENZI -

MA - AMP_.

En trabajos previos realizados en el laboratorio (118-

119, 201) se habia observado que la quinasa de proteinas de-



-120-

pendiente de AMPC de Mucor, no era disociada por preincu
bacidon con concentraciones micromolares de AMP_ en un am-
plio rango de concentraciones enziméticas (50-2000 unidades/
ml) a diferencia de lo que ocurre con las holoenzimas de or-
ganismos eucariontes superiores, que en esas condiciones se
disocian completamente.

Cuando ademds de AMP_, en la preincubacidén estaban
presentes algunos de sus sustratos proteicos (histona o prota-
mina) o en presencia de alta fuerza iédnica (CINa 0.5 M) se

producia le disociacidn de la holoenzima.

IV.1- Estudio de la interaccion del AMP_ con la holoenzima

por filtracién molecular,

Se vtilizaron columnas de Sephacryl S-300 de 0.8 x
22 ¢m. Se sembraron alfcuotas de la enzima tratadas de dos
maneras diferentes. Una alicuota fue incubada con AMPC(H3)
2 uM y la columna fue equilibrada con AMPC(H3) 120 nM y
la otra al{cuota se incubd en condiciones disociantes con
CINa 0.5 M y AMPC(H3) 2 uMy lo columna vutilizada fue e-
quilibrada con CINa 0.5 M y AMPC(H3) 120 nM para.evitar

la reasociacidén de las subunidades.



Como se puede observar en la figura 10 A la activi=-
dad receptora de AMPC medida por filtracién directa a tra-
vés de membranas de nitrocelulosa, cocromatografia con la
actividad quinésica con un radio de Stokes de 6.5 nm. Esto
indica que hay AMPC(H3) unido a la holoenzima. En el expe
rimento de la figura 10 B se observa que la subunidad regula

toria se separa completamente de la subunidad catalitica.

IV.2- Estudio de la existencia del complejo ternario vtilizan-

do gradientes de sacarosa,.

Para estudiar la interaccién del AMPc con la holoen-
zima, se utilizaron gradientes isocinéticos de sacarosa apro-
vechando la diferencia entre los coeficientes de sedimenta -
cion de la holoenzima y de la subunidad regulatoria (ver ca-
pitulo Il de Resultados).

La figura 11 muestra el perfil de sedimentacidn obte
nido cuando 4 alicuotas de Ila holoenzima de Mucor fueron

sometidas a diferentes condiciones de preincubacién.



Figura 10.- Complejo ternario holoenzima-AMP. visvalizado
por filtracién a través de una columna de Sephacryl S-300.
Se realizaron dos incubaciones con 3 unidades de holoenzima
en un volumen final de 100 o de buffer M conteniendo AMP,_
(H ) 2 /LM durante 5 min a 30°C con los siguientes agrega-
dos: (A) ninguno en la mezclo de incubacidn. La columna fue
equilibrada con AMP (H ) 120 nM, (B) CINa 0.5 M y albimina
0.7 mg/ml en la mezclo de mcubacnon La columna fue equili
brada con CINa 0.5 M, AMPC(H3) 120 nM y albimina 0.7 mg/ml.
Las mezclas de reaccidon se sembraron en columnas de
0.8 cm x 22 cm y se recogieron fracciones de 170 /u.l La acti-
vidad quinédsica(—®—)se midié utilizando kemptido como sustra-
to como se indicd en la seccidn VIl de Materiales y Métodos.
La actividad receptora de AMP. (..e.-.)se determind por filtra-
cion directa de una alicuota adecuada por membranas de nitro
celulosa. Las flechas indican el volumen muerto de la columna
y el volumen de elucién de las proteinas marcadoras descriptas
en la figura 6.
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Una de ellas (figura 11 A) en la cual no se hicie
ron agregados ni en la preincubacidn ni en el gradiente, fue
el control. Otro alicuota se preincubd con concentraciones
saturantes de AMP (H3) y el gradiente también fue equili-
brada con AMPC (H3) (figura 11 B), Una tercera alicuota fue
preincubada con AMP_ (H3), pero el gradiente no fue equili
brado con el nucledtido (figura 11 C).

La cuarta alicuota se preincubd en condiciones
de disociacién total con AMP_ (H3) y CINa 0.5 M y corrida
en un gradiente equilibrado también con CINa 0.5 M y AMP_
(H3)-(figurc 11 D). Se puede observar en la figura 11 B que
la actividad catalitica sedimenta en la misma posicién que
en el control (figura 11 A), acompafada por un pico con ra-
diactividad detectable por filtracion directa de la fraccio -
nes del grodiente por membranas de nitrocelulosa, indicando
que hay AMP_ (H3) unido a la holoenzima.

Si el gradiente no estaba equilibrado con AMP_
(H3) (figura 11 C), la actividad catalitica muestra el mismo
perfil, pero no se observa un pico de AMPC (H3) unido a pro

tefina., Sin embargo la actividad receptora de AMPC puede



Figura 11.- Deteccidon del complejo ternario holoenzima -AMP_
en gradientes de sacarosa. Se preincubaron 120 unidades de ho-
loenzima durante 1 min a 30°C en un volumen final de 0.2 ml
con los siguientes agregados: (A) ninguno, (B) AMPC(H3) 2 yM
en la mezcla de preincubacidén y 0.13 wM de AMP_(H3) en el
gradiente, (C‘))AMPC(H3>) 2 uM en la mezcla de preincubacidn
y (D) AMP_(H®) 2 uM, CINa 0.5 M y albimina 0.5 mg/ml en la
mezcla de preincubacién y AMP_(H3) 120 nM, CINa 0.5 M y al-
bimina 0.5 mg/ml| en el gradiente. Para medir la actividad qui-
ndsica (-e-) se ensayaron alicuotas adecuadas de cada fraccidn,
utilizando histona como sustrato. La actividad receptora de AMP,
(-0-) se midid como se indicd en la seccidn VII|I (método 1-a)
de Materiales y Métodos. En aquellos gradientes que tenian
AMPC(H3), la actividad receptora se midié por filtracién direc-
ta de una alfcuota apropiada a través de membranas de nitroce-
lulosa (—®— ). Se vutilizaron las proteinas marcadoras descriptas
en la figura 5,
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ser detectada en la misma posicién que la actividad quindsi
ca si se incuban las fracciones con AMPC (H3) segin se indi
cd en la seccidén VIII -1.a de Materiales y Métodos (figura
11 C). La figura 11 D muestra el perfil de sedimentacidn ob-
tenido cuando la holoenzima se disocié totalmente. El AMP_
(H3) unido a la subunidad regulatoria no se pierde luego de
una didlisis exhaustiva y cromatografia en DEAE-celulosa in
dicando que el AMP_ (H3) estd fuertemente unido a la prote’
na (resultados no mostrados). Estos resultados contrastan con
los obtenidos del gradiente de la figura 11 C en el cual no
se detecta el complejo holoenzima-AMPc al no estar equili-
brado el gradiente con AMPC (H3). Estos resultados indicarfan

una gran diferencia de afinidad por el AMP_, entre la subu-

nidad regulatoria y loa holoenzima.

IV - 3. Estudio de lo existencia del complejo holoenzima-

AMPC utilizando electroforesis en geles de poliacri-

lamida.

Cuando la quinasa de proteinas dependiente de

AMPC se somete a electroforesis en gel de acrilamida se ob-
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serva un solo pico con actividad quindsica y receptora de
AMPC con un Re de 0.17 (figura 12 A). Si paralelamente se
corre un gel con la misma siembra y se tifie con azul de co-
masina, se observa que hay una banda discreta que migra con
el mismo Rf. Esta banda desaparece por completo si la enzi-
ma se disocia previamente a la corrida con CINa y AMPC.
(resultados no mostrados).

Si se preincuba la quinasa con una concentracidn
saturante de AMPC (H3) y se la somete a una corrida electro
forética se obtiene el perfil de actividades de la figura 128B.
Se observa que la actividad catalitica migra en la misma po
sicion que el control y una significativa cantidad de AMP
(H3), estimada por medicidén de la radiactividad de medias
rodajas, comigra con la actividad catalitica. Estos resulta-
dos muestran claramente que se formdé un complejo ternario
entre el AMP_ (H3) y la holoenzima. El AMPC(H3) libre mi-
gra como un pico muy agudo acompafando el colorante azul
de bromofenol,indicador del frente de corrida. Sorprendente
mente se observa el AMP_ (H3) en el complejo, aln en ausen
cia de AMPC (H3) en el reservorio catdédico. La explicacién

de que la unién AMP_-holoenzima resista la corrida electro



Figura 12,- Estudio del complejo ternario, holoenzima-AMP_
por electroforesis en gel de poliacrilamida. Se sembraron 500
unidades de holoenzima, preincubadas en un volumen de 200 wl
durante 1 min a 30°C con los siguientes agregados: (A) ningu
no, (B) 150 nM de AMPC(H3). El gel C fue sembrado con 200 4/
de solucidn de subunidad regulaforic-AMPc(H3) que llevan 200.103
cpm de (H3). Terminada la electroforesis, los geles se cortaron
en rodajas de 2 mm y la rodaja entera (A) o media rodaja (B) se
dejaron agitando suavemente en buffer de extraccidon, se midid
la actividad quindsica utilizando histona como sustrato (-e-),
En el experimento de la figura 12 A la actividad receptora de
AMP (-o0-)fué medida segin se descubridé en la seccién VIII, 1-
(a) de Materiales y Métodos. El AMP.(H3) unido a proteina
(---o-==) en los geles By C se estimdé por disolucién de media
rodaja (B) o una rodaja entera (C) en HyO, 30% (p/v) y contaje
de la radiactividad segin se indicd en ﬁ\ateriales y Métodos
(seccidn XII).
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forética y no una centrifugacién en un gradiente de sacaro-
sa (ver seccidén IV-2 de Resultados), tal vez se deba a las e
normes diferencias en la dilucidén a la cual se encuentra el
complejo en ambas condiciones y a la diferente difusidon del
complejo en un gel de poliacrilamida y en una solucidn de
sacarosa, El pico de radiactividad de (H3) detectado en la
posicién de la holoenzima no representa AMPc (H3) unido a
la subunidad regulatoria dado que este complejo binario so-
metido a una corrida electroforética muestra dos picos prin-
cipales anchos con un R de 0.42 y 0.6 (figura 12 C). Aparen
temente el pico de 0.6 de Re se podric deber a AMPc (H3)
unido a la subunidad regulatoria parcialmente proteolizada,
tal como fue descripto para subunidades regulatorias de holo
enzimas de eucariontes superiores, cuyos fragmentos proteo-
I[iticos tienen capacidad receptora de AMPc (125-126).

La subunidad catalitica fue imposible de detectar
usando este sistema de corrida, muy probablemente debido a
que esta proteina es basica (ver capitulo VII de Resultados
y Métodos) y podria tener un punto isoeléctrico lo suficien-
temente alto como para no entrar al gel al pHque se usé en

la corrida electroforética.
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1V.4- Estudio de la velocidad de disociacion de los comple-

jos Holoenzimo-AMPc (H3) y Subunidad regulatoria-

AMP_ (H3),

En la seccidn IV.2- se vié que el complejo terna-
rio holoenzimc-AMPc (H3) no se podia detectar en un gradien
te de sacarosa a menos que este estuviese equilibrado con
AMP _ (H3). Por el contrario el AMP_ (H3) permanecid unido
a la subunidad regulatoria adn después de una didlisis y pos-
terior cromatografia por DEAE-celulosa.

Estos resultados sugieren una diferencia importan
te en los valores de las constantes de disociacion de ambas
especies. Para cuantificar esta diferencia se realizé un estu
dio cinético de intercambio isotépico. Se midié la velocidad
de intercambio del AMPC (H3) unido a la holoenzima o a la
subunidad regulatoria, con un exceso del nucledtido no mar-
cado, En la figura 13 A se muestra el AMP_ (H3) unido rema
nente en funcidén del tiempo de incubacidn con el nucledti-
do no marcado.

Los detalles experimentales estdn explicados en

la leyenda de la figura 13, En(A) se muestra el intercambio



Figura 13.- Velocidad de disociacidén de los comgleios holoen-
zima-AMP _(H3) y subunidad regulctoria=AMP_(H3).

(A) 500 unidades de holoenzima, preincubadas durante
60 min a 4°C con 60 nM de AMPC(H3), fueron incubadas en un
volumen final de 1.3 ml de buffer M, conteniendo 1 mg/ml de
albdmina, con AMP_ no marcado 540 nM. (B) Una alicuota de u
na preparacidén de subunidad regulatoria (ver seccién V de Mate
riales y Métodos) (250.000 cpm de AMPC(H3) unido) en un volu-
men final de 1.3 ml| de buffer M conteniendo albimina 1 mg/ml,
se incubaron con AMP. no marcado 10 M. Se tomaron alfcuotas
de 75 ul de cada muestra a los tiempos indicados y se determi-
nd el AMPC(Ha) unido por filtracidn por membranas de nitrocelu
losa. El 100% representa 14.000 cpm en ambos casos. -
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3

del nucledtido del complejo ternario holoenzimc—AMPc(H )
y en (B) el intercambio de la subunidad reguluforio-AMPc
(H3) .

Se puede observar que, el intercambio de la holg_
enzima es muy rapido, con un t 1/2 (tiempo en el cual la ac
tividad original se reduce al 50%) de 2.5 min. (figura 13 A).
Los datos presentados en la figura 13 B muestran claramente
un intercambio isotdpico lento del AMPc (H3) unido a la sub-
unidad regulatoria, siendo su ’1/2 de 210 min.

Los resultados del intercambio isotéopico de la
subunidad regulatoria y de la holoenzima, junto con los re-
sultados obtenidos en los estudios de la interaccidn entre el
AMP_ y la holoenzima, utilizando técnicas de filtracién mo
lecular, gradientes de sacarosa y electroforesis en geles de
poliacrilamida, avalan la existencia de una especie ternaria
holoenzima-AMPc que se produce ol interaccionar la holoen

zima con el AMPc.

V- COMPARACION DEL AMP_. UNIDO A LA HOLOENZIMA Y

A LA SUBUNIDAD REGULATORIA.




-132-

V. 1- Actividad receptora de AMPc de lu holoenzima, medi-

da en condiciones disociantes y no disociantes,

Cuando se mide la capacidad receptora de AMP_
de la quinasa de proteinas en condiciones disociantes y no
disociantes, por el método de filtracién por membranas de ni
trocelulosa, se obtuvieron los resultados expuestos en la Ta-

bla VII.

TABLA VII

Actividad receptora de AMP. de la holoenzima medida en

condiciones disociantes y no disociantes,

3
Agregados AMPC (H ) AMPC(H3) unidos
(cpm)
1.- 0.12 4205
2.- 1.5 mg/ml de
histona 0.12 8512
3.- 1.5 mg/ml de
histona, 0,5 M CINa 0.12 8437
4.~ 0.5 M CINa 2 8580

9 unidades de holoenzima, fueron incubadas durante 60 min
a 4°C con las adiciones indicadas en la Tabla. EIl AMP.(H3)
unido fue medido por el método de filtracién por membranas
‘de nitrocelulosa (método 1, seccién VIII de Materiales y Mé
todos). -
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El experimento 1 representa el AMP_ unido a la
holoenzima, los experimentos 2, 3 y 4 representan el AMP_
(H3) unido a la subunidad regulatoria ya que las condiciones
de preincubacién son de disociacidon total, Los resultados de
‘la tabla Vil muestran que independientemente de las condicio
nes utilizadas para obtener la disociacién de la holoenzima
en sus subunidades, el AMPC unido a la subunidad regulato-
ria es siempre el doble de la cantidad unida a la holoenzima,

Algunos autores encontraron que ciertos polico'rig
nes como el sulfato de protamina y la histona aumentan la re
tencioén del AMP_ unido a la proteina en filtros de nitrocelu
losa (220~-221)., Se quiso verificar entonces si el aumento de
actividad receptora que se muestran en los experimentos 2 y
3 de la tabla VI podrian ser atribuidos a este artificio o al
desenmascaramiento de nuevos sitios de union del AMP_ ala
subunidad regulatoria, los cuales en la holoenzima estarian
ocultos o con una configuracidn particular que anularia laa
finidad de los mismos por el AMP_.

Para ello se corrieron en gradientes de sacarosa
5-20% alicuotas de la holoenzima y de la holoenzima diso

ciada (figura 14 A y B) y se midid la actividad receptora de
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AMPC en presencia y ausencia de histona utilizando el méto
do de filtracién por membranas de nitrocelulosa. La figura 14
B muestra que el agregado de histona en el ensayo no modifi-
ca la capacidad receptora de AMP_, de la subunidad regula-
toria. Por el contrario en la figura 14 A se observa un incre-
mento en la actividad receptora de AMP_ de la holoenzima

cuando €sta se ensaya en presencia de histona. Se puede ob-
servar en este caso que el drea del pico es aproximadamente
el doble del obtenido al ensayar la capacidad receptora de

AMPc sin histona, Este incremento se interpreta como la du-
plicacidn de los sitios de unién del nucledtido en la subuni-
dad regulatoria, que al estar formando la holoenzima perma-
necerian ocultos o sin afinidad por el AMP_ y no se debian

a algdn artificio que introducia la presencia de histona en

el ensayo.

V.2- Comparacidn entre la aoctividad receptora de AMP_ me-

dida por la técnica de filtracidn por membranas de ni-

trocelulosa y por equilibrio de didlisis.

En las subunidades regulatorias de las holoenzi-

mas de eucariontes superiores existen dos clases de sitios de



Figura 14.- Influencia de la presencia de histona en el ensayo
de medicion de la capacidad receptora de AMP_ de la holoen-
zima y de la subunidad regulatoria después de centrifugadas en
gradientes de sacarosa.

Se realizaron dos incubaciones con alicuotas de la holo
enzima (250 unidades) durante 1 min a 30°C en un volumen de
0.2 ml de buffer M con los siguientes agregados: (A) ninguno,
(B) CINa 0.5 M y AMP_(H3) 2 uM. El gradiente en B se equili-
bré con CINa 0.5 M y AMP_(H3) 150 nM. La actividad quindsi-
ca (~e-) se mididé uvtilizando histona como sustrato (seccidn Vil
de Materiales y Métodos). En A la actividad receptora de AMP¢
se midid utilizando el ensayo no activado(-o-)y el ensayo acti-
vado (...0....) segin se describid en la seccidén VIII-1 de Materia
les y Métodos. En B la actividad receptora de AMP_. se midié
por filtracion directa de una alicuota de cada fraccién por mem
branas de nitrocelulosa (~o-)o después de una preincubacién de
la alicuota con 1.5 mg/ml de histona durante 15 min a 4°C{(..0...)
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‘unién del AMP_, que se diferencian por la velocidad de di-
sociacidédn que presentan cada uno de ellos (ver Introduccién).
Algunos autores han informado previamente (97, 134) que la
medicion de la actividad receptora de AMPC, utilizando la
técnica de filtracién por membranas de nitrocelulosa estd su-
jeta a errores debido a que no detecta una clase de sitios de
unién del AMP_ a la proteina por interaccién entre la subuni
dad regulatoria y la membrana de nitrocelulosa. Para investi
gar la posibilidad de que en Mucor sucediera algo similar,
se midié la actividad receptora de AMP_ de la holoenzima y
de la subunidad regulatoria por equilibrio de didlisis evitan
do de éste modo el uso de la membrana de nitrocelulosa.

En la tabla VIIl se muestran los resultados obteni-

dos al comparar la actividad receptora de AMPc por ambos

métodos.

TABLA VIII

Actividad receptora de AMP de la holoenzima y de la subu-

nidad regulatoria medida por equilibrio de didlisis y por fil-

tracidn a través de membranas de nitrocelulosa.
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Experimento cpm (H3) de AMP_ unidos/alicuotas (25 al)

Equilibrio de dialisis Membranas de nitrocel.

A (holoenzima) 4277 3900

B (Subunidad

regulatoria)

8126 7313

Dos alicuotas de la holoenzima (35 unidades) en un volumen
de 200 ml se dializaron contra 5 ml de buffer M contenien-
do 120 nM de AMPC(Ha) (A), o contra la misma solucidn pe-
ro conteniendo ademds1.5 mg/ml de histona y CINa 0.5 M.

Los detalles técnicos de la medicién y el cdlculo de AMP
(H3) unido a la protefna se describieron en la seccién V 1l parte
2 de Materiales y Métodos.

Los resultados de la Tabla VIl muestran claramen_
te que no hay diferencias en el AMPC unido a la proteina me
dida por ambos métodos, no observdndose por lo tanto pérdi-
da de AMP_ unido a la holoenzima o a la subunidad regulato
ria cuando se utiliza el método de la filtracidén por membra-

nas de nitrocelulosa.

Vi- EXISTENCIA DE DIFERENTES ESPECIES MOLECULARES EN

EL MECANISMO DE DISOCIACION DE LA HOLOENZIMA.

Trabajos previos realizados en el laboratorio (201)



-138-

habian demostrado que la holoenzima se disocia en presencia
de AMP_ y de algunos de sus sustratos proteicos (histona o
profamina) o por interaccién con el nucleétido ciclico enpre
sencia de alta fuerza iénica.

Se quiso entonces estudiar la influencia que ten-
dria en la disociacién de la holoenzima, el AMP_ en presen-
cia del sustrato dador del grupo fosfato (ATP). Para ello se
calculé la Ag, 5, es decir la concentracién de AMP_ que sa-
tura la mitad de los sitios totales de unidén del AMP. a la pro
teina, por medicién de la actividad receptora de AMP. en a-
licuotas de enzima incubadas en tres condiciones diferentes.

En un grupo de alfcuotas se midi6 la actividad re
ceptora de AMPC de la holoenzima sin ningdn agregado en la
incubacidén, En otras alicuotas se incubdé la holoenzima en
condiciones de formacién del complejo ternario pero con una
concentracién fija de ATP y de C|2Mg y un Gltimo grupo de
alfcuotas de la preparacién de holoenzima fueron incubadas
en condiciones de disociacidon total.

Los graficos de las figuras 15 A, B y C muestran
respectivamente las curvas de saturacidn de la actividad re-

ceptora de AMPC medida en las tres condiciones descriptas.
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Figura 15:

| | L | 1
100 200 300 400 500

nM AMPc (H3)‘

Efecto del ATP.Mg en la capacidad receptora de AMP_
de la holoenzima de Mucor. Se incubaron 20 unidade:
de holoenzima en un volumen final de 50 ul de buffer
M duranfe 60 min a 4°C con cantidades variables de
AMP (H ) y los siguientes agregados: (A) ninguno, (B)
ATP 5 mMy Cl,Mg 5 mM y (C) histona 1,5 mg/ml y
CINa 0.5 M. La actividad receptora de AMP se midid
en todos los casos por filtracién a través de membranas
de nitrocelulosa segin se indicd en la seccidonVIli-1 de

Materiales y Métodos.
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Se puede observar que las tres curvas muestran u-
na misma Ay 5. La variacién en cambio estda dada por el nd -
mero mdximo de pmoles de AMP_ que une la cantidad de holo

enzima utilizada. En la curva C la cantidad méxima de pmo
les de AMPC unidos es el doble de los obtenidos en la curva
A, estos resultados refuerzan los obtenidos en las secciones
anteriores, es decir que la holoenzima forma con el AMP_ un
complejo ternario y al disociaciarse se duplica la actividad
receptora de AMP_. En la curva B se llega a un valor de pmo
les de AMPC unidos, intermedio entre los dos anteriores. Es~
tos resultados sugieren que la incubacidén con ATP.Mg y AMP_
no logra disociar la holoenzima totalmente, aunque se desen
mascararian nuevos sitios de unién del AMP_ a la subunidad
regulatoria de la holoenzima.

Para investigar mas profundamente esta posibili -
dad se centrifugaron gradientes de sacarosa en los cuales se
sembraron alicuotas de la preparacidn de holoenzima incubu_

da en las mismas condiciones que las de la figura 15 A, B y

C, excepto que se utilizd una concentracién fija y saturante
de AMP_ no radiactivo.

La figura 16 muestra los perfiles de actividad fos
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fotransferdsica de los gradientes de sacarosa. En los grafi -
cos A y C aparecen los picos de actividad quindsica de coe
ficientes de sedimentacién 8.5 y 3.2 S que corresponden a
la holoenzima y a la subunidad catalitica respectivamente.
En el grafico B se observa un pico de actividad quindsica
que sedimenta a 6.85 S y ofro con un coeficiente de sedimen
tacién de 3.2 S perteneciente a la subunidad catalitica. Pue
de observatse ademds que el drea de los picos de 6.85 y 3.2
S representa cada uno aproximadamente el 50% del total de
la actividad del pico (de holoenzima) del gradiente A.

Para estudiar la dependencia de AMP_ de la acti
vidad quindsica de la especie de 6.85 S, se recogieron las
fracciones correspondientes a este pico, se dializaron exhaus
tivamente y se midid la actividad quindsica en presencia y
ausencia de AMPC, obteniéndose un cociente de activacidn
(actividad sin AMPC/acfividad con AMP_) de 0.05 lo cual
confirma que esta especie de 6.85 S es dependiente de AMPC.

Estos resultados parecen indicar que una especie
intermedia en el mecanismo de disociacidén de la holoenzima
se form6 al interaccionar la quinasa con el AMP_ en presen

cia de ATP y C|2Mg. Se intentd entonces, utilizando siem-
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pre gradientes de sacarosa, encontrar perfiles de actividad
quindsica que mostraran todas las posibles diferentes espe -
cies que pudiesen formarse durante la disociacion de la holo
enzima de Mucor, Para esto se utilizaron incubaciones con
diferentes relaciones de holoenzima, AMP_ y fuerza idnica,
e incubaciones con relaciones variables entre holoenzima,
AMP_ y kemptido. Este heptapéptido es el nucleo fosforila-
ble de casi todos los sustratos proteicos de las quinasas de
proteinas dependientes de AMPc y su secuencia primaria fue
descripta en la seccidn VIl de Materiales y Métodos. Cuando
se mide la actividad quinédsica en una preparacion de holoen
zima utilizando kemptido como sustrato, el margen de la can
tidad de holoenzima en el cual la reaccién de fosforilacidn
es lineal es bastante mas restringido que cuando se utiliza
histona como aceptor del fosfato (Resultados no mostrados).
Esto muy probablemente se debe a que la histona tiene una
mayor capacidad de provocar la disociacién de la holoenzi-
ma que el heptapéptido. De tal modo al usar kemptido junto
con el AMP_ se logran condiciones propicias para obtener di
sociacionc¢s incompletas,

Los gréaficos de la figura 17 A y A!' muestran los
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perfiles de actividad quindsica obtenidos al incubar con las
mismas concentraciones de CINa y AMP _ dos alicuotas de ho
loenzima conteniendo la del gréfico A, 5 veces més enzima
que la del grafico A'. Se puede observar que en el grafico A’
en el cual las condiciones para la disociacién son mas favo-
rables que en A, el drea del pico de la subunidad catalitica
constituye el 80% de la actividad quindsica total del gradien
te, mientras que en el gradiente de la figura 17 A las propor
ciones obtenidas son 40% para la especie de 6.85 S y un 60%
para la subunidad catalitica,

Los gréficos 17 B y B' muestran los perfiles de ac
tividad quindsica, obtenidos al incubar la holoenzima con
una relacidén diferente de holoenzima a concentracién de
kemptido vy AMP . En ambos graficos aparecen picos de acti-
vidad quindsica con 8.5, 6.85 y 3.2 S pertenecientes a la
holoenzima, especie intermedia y subunidad catalitica res-
pectivamente., En B' en el cual la relacién de concentracion
de AMP_. y kemptido es 5 veces mayor que en B respecto de
la holoenzima, se puede observar que el 4rea del pico de
8.5 S se reduce, al mismo tiempo que se incremento la de

los otros dos picos.



Figura 17.- Diferentes especies moleculares formadas en el me-
canismo de disociacidén de la holoenzima,visvalizadas en gra -
dientes de sacarosa.

Se realizaron dos incubaciones en un volumen final de
0.2 ml de buffer M con CINa 0.5 M, albdmina 0.7 mg/ml y AMP.
200 nM, durante 1 min a 30°C con las siguientes cantidades
de holoenzima: A 1.5 unidades, A' 0.3 unidades. Ambos gradien
tes fueron equilibrados con CINa 0.5 M, albdmina 0.5 mg/ml y
AMP_ 200 nM.

En B y B' las mezclas se incubaron en un volumen final
de 0.2 ml de buffer M con albimina 0.5 mg/ml, kemptido 0.25
mg/ml y AMP. 2 uM, conteniendo 1 y 0.2 unidades de holoen-
zima respectivamente. Los gradientes fueron equilibrados con
AMP. 120 nM, albimina 0.5 mg/ml y kemptido 0.25 mg/ml. La
actividad quindsica se midid en alicuotas apropiadas de cada
fraccidn utilizando kemptido como sustrato segdn se detalld
en la seccidn VII de Materiales y Métodos. Se vtilizaron las
proteinas marcadoras descriptas en la figura 5.
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Los resultados de estos experimentos sugieren la
existencia de una especie intermedia en el mecanismo de di_
sociacién de la holoenzima en sus subunidades regulatoria y
catalftica. Esta especie tiene actividad quindsica dependien
te de AMP_. Si bien no se determind su radio de Stokes se
puede calcular aproximadamente su peso molecular utilizan-

do la relacién de Martin y Ames (222):
2
L Y
My LSy

siendo My M_y Sy S, los pesos moleculares y los coeficien
tes de sedimentacién de la proteina de referencia y de la in-
cognita respectivamente.

Tomando como referencia los valores de peso moli
cular y coeficientes de sedimentacién obtenidos para la sub-
unidad regulatoria en el capitulo anterior se calculd un pe-
so molecular para esta especie de aproximadamente 200 K

que podria corresponder a la especie trimérica RoC.

VII- ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE LAS SUBUNIDADES

REGULATORIA Y CATALITICA DE LA QUINASA DE MUCOR
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La existencia del complejo ternario holoenzima
AMPC y su relativa estabilidad, o dicho en otras palabras la

dificultad para disociar la holoenzima de Mucor por AMP_

adn a concentraciones altas del nucledtido (201) indujeron
a encarar el estudio de la interaccidn entre las subunidades
que constituyen esta holoenzima,

Una forma de estudiar esta interaccion es estudiar
la reaccidn de reasociacién de las subunidades de la holoen_

zima de Mucor y compararlia con la reasociacidédn entre las

subunidades regulatoria y catalitica de un organismo superior,
asi como también estudiar las reasociaciones entre subunida-
des heterélogas. El objetivo de estudiar y comparar estas di-
ferentes interacciones entre las subunidades de ambos siste-
mas, es tratar de explicar el comportamiento peculiar de la

holoenzima de Mucor frente al AMPC.

VIl. 1- Obtencién de las subunidades regulatorias y cataliti-

cas de Mucor y de corazén de cobayo.

Como holoenzima de un organismo eucarionte su-
perior se utilizé la quinasa de tipo Il de corazén de cobayo.

La forma de obtencidon de la holoenzima y de sus subunidades
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se detallé en la seccién VI de Materiales y Métodos. El fun
damento del método se basa en la disociacién de la holoen-
zima por AMPC y posterior separacién de las subunidades por
pasaje por una columna mixta de Sephadex G-25 sobre la.cual
se montéd una de CM-Sephadex C-50. La subunidad regulatoria
no se obsorbe debido a que es una proteina dcida y se obtie-
ne en el volumen muerto de la columna, mientras que la sub-
unidad catalitica, que es una proteina bdsica se absorbe en
la resina de intercambio catidénico y se la obtiene casi homo
génea por elucidn de la columna con fuerza idénica alta. La
obtencidén de la subunidad regulatoria de la holoenzima de
Mucor se describid en la seccién V de Materiales y Métodos.
Para ello se disocid la holoenzima con AMPc y a alta fuerza
iénica (CINa 0.5 M) y se separaron las subunidades por cen-
trifugacidén en un gradiente de sacarosa 5-20% equilibrado
con AMP_ y CINa para evitar la reasociacién de las subuni-
dades durante la corrida.

La obtencién de la subunidad catalitica de Mucor
presentd varias dificultades. El hecho de no poder disociar
la holoenzima con AMPc sin utilizar alta fuerza idnica impi

dié utilizar el esquema clésico seguido para todas las holo-
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enzimas de eucariontes superiores que si son disociadas por
el AMPC. La necesidad de utilizar alta fuerza idnica en la
disociacion excluyd el uso de resinas de intercambio idnico,
ya que cualquier intento de bajar la fuerza iédnica para ab-
sorber la proteina en la resina, produce la reasociacién de
sus subunidades.

La vtilizacidon de una columna de Sephacryl S-300
o de gradientes de sacarosa no fue viable debido principal -
mente a que la subunidad catalitica es muy labil cuando se
encuentra muy diluida y en ambos métodos se dan condiciones
de alta dilucidén, ademds de que insumen un tiempo considera
blemente alto.

La obtencién de la subunidad catalitica por diso-
ciacién de la holoenzima con AMP_ e histona o protamina y
posterior purificacién de la subunidad catalitica por la resi-
na de intercambio catidnico también presentd dificultades.

La presencia de estas proteinas fuertemente basi-
cas modifica el punto isoeléctrico de ciertas proteinas de la
preparacién de tal modo que luego de disociar la holoenzima
tienen afinidad por la resina de intercambio catiénico, con-

taminando la preparacidn de la subunidad catalitica (resulta
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dos no mostrados).

La singularidad de la holoenzima de Mucor de for
mar un complejo ternario estable con el AMP_ planted la po
sibilidad de utilizar la resina de afinidad AMPc-ogarosa pen

sando en que no se iba a producir la disociacidn in situ, sino

que en este caso la holoenzima se uniria al AMP_ ligado a
la matriz covalentemente y se podria disociar la holoenzima
unida utilizando alta fuerza idnica. Como muestra la figura
18, el método funciond como se previd. La holoenzima fue
retenida por la resina AMPc-agcroso, no detectandose acti-
vidad quindsica en el percolado.

La subunidad catalitica se eluyé por pasaje de
buffer con alta fuerza i6nica, quedando en estas condiciones
la subunidad regulatoria retenida en la columna.

La flecha en el grdfico de la figura 18 indica la
fraccidn a partir de la cual se comenzd la elucidon con buffer
de alta fuerza idnica, y las barras aco tan las fracciones con
actividad quindsica que se recogieron, La purificacidén de la
subunidad catalitica se completd por cromatografia en una
resina de intercambio catidnico segin se describié en Mate-
riales y Métodos. En la tabla IX se muestra un cuadro de

purificacidén de la subunidad catalitica.
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Figura 18: Perfil de actividad quindsica en una columna de AMPC-

agarosa. Se sembro el percolado.proveniente de una co
lumna de C M~-Sephadex C-50, como se detalld en la sec-
cién IV de Materiales y Métodos. La actividad quindsica
se midid en alicuotas adecuadas de cada fraccidn, vutili-
zando kemptido como sustrato, con el método descripto
en Materiales y Métodos. (Seccidn VII).
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TABLA

IX

Purificaciéon de la subunidad catalitica de la holoenzima de

Mucor.

(La purificacidén y el rendimiento se expresan respecto del

$-100 que es el primer paso de purificacién de la holoenzi-

ma).

E tapa Proteina total Rend.  Purif, pmoles de P unidos al

(mg) (%) kemptido/mg de proteina

Sephacryl $S-300 8.1 18 50 31 x 103
Precipitacion a 3

pH = 6.3 5.2 18 77.5 48x 10
Percolado CM- 3
Sephadex C-50 3.3 18 122 75x 10
AMP_-agarosa 0.40 146 820 508 x 103
CM-Sephadex C-50 0.01 7.0 16700 10,4 x 10°

Estos datos corresponden a la preparacidn de subunidad cata
ITtica partiendo de 150 g de micelio (peso hdimedo).

* pmoles de P incorporados al sustrato heptapéptido en 10
min de reaccion determinados segin se detalla en la sec-
cién VI de Materiales y Métodos.
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La preparacion de subunidad catalitica no esta
purificada a homogeneidad no obstante estar purificada 16.000
veces respecto del S-100, Si se la somete a una electrofore-~
sis en gel de poliacrilamida con SDS, aparece una banda prin
cipal.con un peso molecular de 40 K, acompafada de varias
bandas menores con pesos moleculares que van entre 45 y 60

K (resultados no mostrados).

VII.2- Interacciones entre las subunidades regulatorias y cata-

ITticas de ambos sistemas.

Una vez que se obtuvieron las subunidades regula-
torias y cataliticas de las holoenzimas de Mucor y de corazén
bovino se estudiaron las interacciones homdlogas y heterdlogas.
El estudio consistid en determinar el grado de reasociacién en
tre las subunidades, por incubacidn de una cantidad fija de
subunidad catalitica con concentraciones crecientes de subuni
dad regulatoria. Para ello una vez transcurrido un tiempo de
reaccibén suficiente para llegar al equilibrio, se midié la acti
vidad quindsica remanente,

El gréfico 19 muestra las curvas de inhibicién de

la actividad quindsica de las subunidades cataliticas de Mucor
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y de corazén de cobayo, por las subunidades regulatorias de
ambos sistemas,

La afinidad entre las subunidades se estimd en bg
se a la constante de equilibrio de la reaccién de reasocia -

cién de las'subunidades cuya ecuacidn es:

R,C
m D
eq  (R2)(C)?

Siendo RyC, la concentracién de holoenzima en el equilibrio
y (R2) y (C) las concentraciones de subunidades regulatoria
y catalftica respectivamente, libres en el equilibrio.

En realidad util?zor la ecuacién (1) no es total
mente correcto en este caso porque por el método de obtencién
de las subunidades regulatorias de ambos sistemas, éstas tie
nen AMP_ unido con lo cual la constante de equilibrio correc
ta seria:

(RyCop). (AMP)™

K = Kg-Ky =

eq a

Ro=(AMP ), (C)2

donde Ky €s la constante de equilibrio de la reaccién de for

macidn del complejo ternario partiendo de subunidad catali-



Figura 19.- Inhibicién de la actividad quinésica de las subuni-
dades cataliticas de Mucor y de corazén de cobayo por las sub
vnidades regulatorias homdlogas y heterédlogas. Alfcuotas de las
subunidades cataliticas de Mucor ( ) y de corazén de coba
yo (-=-=-) se incubaron con cantidades crecientes de subunidad
regulatoria de Mucor ( ® ) y de corazén de cobayo ( 4) duran-
te 20 min. a 45C en un volumen final de 80 wl, conteniendo al
bémina 1 mg/ml , 2-mercaptoetanol 20 mM, EDTA 2 mM y buffer
Tris-CIH 10 mM pH 7.2. Al cabo de este tiempo se agregd ATP-

¥- (P32) y se midié la actividad quinédsica utilizando kempti-
do como sustrato segin se describid en la seccion VIl de Materia
les y Métodos. La Iinea horizontal en 100 % indica la actividad
quindsica medida en presencia de AMP_ 15 uM.

Las alicuotas de subunidades cataliticas de Mucor y de
corazén de cobayo transferfan 49 pmoles de P al kemptido en 10
min., de reaccidén como se describid en la seccién VIl de Materia
les y Métodos. B

Cada _l de la preparacion de las subunidades regulato-
rias unfan 6.10"2 pmoles de AMP _.
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cay de subunidad regulatoria con AMPC unido y Kb la cons-
tante de equilibrio de la. reaccidén de disociacién del com -
plejo ternario en holoenzima libre y AMPC. No obstante que
la ecuacidn (1) no nos permite obtener valores absolutos,
sirve en cambio para tener valores relativos de las constan-
tes de equilibrio de las cuatro reacciones de reasociaciones
estudiadas,

Teniendo en cuenta entonces esta simplificacién,

y las ecuaciones de conservacion de la masa:
(Ry) 7= (RyCyp) + (R,)
(C ) 1= (RpCp) + (C)

Siendo (C)T la concentraciédn de subunidad catalitica de la
cual se parte y (R2)T la concentracidn de subunidad regula-

toria agregada en cada punto. Reemplazando en (1) queda:

(C) 7 - (C)

ERZ)T-(CT-cJ (C)?

con lo cual la constante de afinidad queda expresada en fun

cidon de los datos experimentales.,
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Aplicando la ecuacion (2), con los datos experi-
mentales representados en la figura 19 se pueden obtener las
siguientes relaciones entre los valores de las constantes de

equilibrio de las cuatro reacciones de reasociacién estudia-

das:
1)K1K2K3K4 y
2)K]=6K2
K]= 17 K4
K2= 1.8 K3

Siendo K'l y K, las constantes de equilibrio de la reaccién

2
de reasociacion de las subunidades regulatorias y cataliticas
de Mucor y de corazdén de cobayo respectivamente.

K3 es la constante de equilibrio de la formacién
de la holoenzima heterdloga con subunidad regulatoria de co
razén de cobayo y subunidad catalitica de Mucor, y K  co-
rresponde a la constante de equilibrio de la reaccién de for
macion de la holoenzima heterdloga con subunidad regulol‘g
ria de Mucor y subunidad catal{tica de corazén de cobayo.

De los resultados obtenidos se puede concluir:

a) La ofinidad entre las subunidades de la holoenzima de
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Mucor es 6 veces mayor que la afinidad entre las subuni-

dades de la holoenzima de tipo Il de corazén de cobayo.

b) La subunidad regulatoria de corazén de cobayo tiene ma-
yor afinidad por su propia subunidad catalitica que por la
subunidad catalitica de la quinasa de Mucor.

c) La afinidad de la subunidad regulatoria de Mucor por la
subunidad catalitica homéloga es mayor que la heterdloga
es decir, con subunidad regulatoria de Mucor y subunidad
catalitica de corazén de cobayo,

Estos resultados podrian explicar parcialmente la
formacion de un complejo ternario holoenzimo-AMPc estable
con la enzima de Mucor mientras que en las holoenzimas de
evcariontes superiores el AMP_ las disocia sin dificultad y
el complejo ternario si bien estd demostrado que se forma,sé
lo puede ser detectado indirectamente mediante estudios ci
néticos (ver Introduccidn).

La singularidad de la holoenzima de Mucor, vendria da-
da no sélo por las caracteristicas de su subunidad regulato-
ria, sino también por las de su subunidad catalitica lo cual
explicaria la baja afinidad de la subunidad regulatoria de

Mucor por la subunidad catalitica de corazén de cobayo. Si
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ambas subunidades cataliticas fueran muy semejantes, la inhi
bicién de la actividad quindsica de la subunidad catalitica
de corazén de cobayo deberifa ser parecida a la obtenida en
la inhibicion de la subunidad catalitica de Mucor por la pro-
pia subunidad regulatoria.

En este estudio se hicieron dos suposiciones: La
primera es que ambas subunidades cataliticas, la de Mucor y
la de corazén de cobayo tienen igual nimero de recambio,
es decir procesan un nimero igual de moléculas de sustratos
por minuto por centro activo de enzima. Esto se basa en que
las subunidades cataliticas provenientes de muy diversas fuen
tes no presentan diferencias cinéticas apreciables (7). La se
gunda suposicidén fue que la holoenzima de Mucor une el mis-
mo nOUmero de moles de AMPc por mol de subunidad regulato-
ria, que el que unen la subunidad regulatoria de holoenzimas
de eucariontes superiores, para todas las cuales si se estudid
la estequiometria de unidén del nucleétido ciclico.

En todos los casos estudiados, que son muchos, la
estequiometria resultd ser de 4 moles de AMPc/mol de subuni

dad regulatoria. Constituye una excepcidn la subunidad regu

latoria obtenida de levadura de panaderia, para la cual
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HIXSON y KREBS (33) encontraron que la estequiometria era
de dos moles de AMPC/mol de subunidad regulatoria.

En el caso de que en Mucor se uniera un nimero
menor de moles de AMP _ por mol de subunidad regulatoria,
las diferencias de afinidad serian menores, si por el contra
rio el ndmero de moles de AMP_ unidos fuese mayor, las di-
ferencias encontradas en el experimento se exaltarian, pero
en cualquiera de los casos las diferencias cualitativas obser

vadas seguirian siendo validas,

VIII- MODELO DE LA QUINASA DE PROTEINAS DEPENDIENTE

DE AMPC DE MUCOR.

En base a las evidencias experimentales presenta
das en esta Tesis, y en trabajos anteriores realizados en el
laboratorio (201) se propone un modelo (figura 20) que expli
que el comportamiento de la holoenzima frente al AMP_ as¥
como la interaccidn entre sus subunidades regulatoria y ca-
talitica.

Los fundamentos experimentales de este modelo
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5)

6)
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Los estudios de la estructura polimérica de la holoenzima,
asi como de sus propiedades moleculares y las de sus sub-
unidades.,

La existencia de un complejo ternario al interaccionar la
holoenzima con el AMP_.

La duplicacidén del nimero de sitios de unidon del AMP
al disociarse la holoenzima.

Los estudios cinéticos de intercambio isotépico del com -
plejo ternario holoenzimu-AMPc (H3) y de la subunidad
regulci‘oria-AMPc (H3).

La existencia de una especie molecular de coeficiente de
sedimentacidén de 6.85 (S) en el proceso de disociacidn de
la holoenzima, con actividad quindsica dependiente de
AMP_, con un peso molecular aproximado de 200 K y que
une un nimero de moléculas de AMP_ intermedio entre los
que une |la holoenzima y la subunidad regulatoria libre.
Los estudios de la interac.cién entre las subunidades cata
ITticas y regulatorias de las holoenzimas de Mucor y de

corazdn de cobayo.

COMENTARIOS SOBRE EL MODELO

Las dos hendiduras dibujadas en la subunidad ca
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talitica de Mucor expresan la posibilidad de un gran nime-

ro de contactos atémicos con la subunidad regulatoria corres
pondiente, lo que redundard en una Kgq de la formacidn de
la holoenzima de Mucor mayor que para la holoenzima de co
razdén de cobayo.

Las diferentes geometrias de los sitios de unidn
del AMP_ a la holoenzima y a la subunidad regulatoria libre,
dan cuenta de la mayor estabilidad de los sitios al disociar-
se, aunque no implican que sean equivalentes. La geometria
adjudicada al tercer sitio es arbitraria dado que no se hicie
ron estudios de intercambio isotépico con la especie de 6.85S.

Se supuso que el nimero de sitios de unidn del
AMPC es de 4 moles por mol de subunidad regulatoria de Mucor
por analogia con las subunidades regulatorias de organismos
superiores,

El equilibrio (4) expresa la posibilidad de que en
presencia de histona o protamina el mecanismo de disociacién
siga un camino totalmente diferente, dado que ambas protei-
nas si bien son excelentes sustratos, son ademds muy basicos
e interaccionan fuertemente con la subunidad regulatoria

(118) pudiendo esto alterar significativamente .la interaccidn



~164-

de la holoenzima con el AMP_.

La posibilidad de que la holoenzima estuviera en
equilibrio con sus subunidades y que este equilibrio se des-
plazara hacia el lado de los productos al interaccionar el
AMP _ con la subunidad regulatoria segdn el siguiente esque-
ma:

R2C2:R2 + 2 C

i

R, (AMP ),

se descarta, porque el complejo R2 (AMPc)x tiene una cons-
tante de disociacién 100 veces menor que la del complejo
ternario holoenzima-(AMPc)x/2 y no obstante aumentando la
concentracidon de AMPC en un rango extenso no se observe d_i
sociacién y si en cambio formacién del complejo ternario.
La secuencia de equilibrios 1-2 y 3 del modelo
parece adecuada para representar el mecanismo de disocia-
cidén de la holoenzima, porque no obstante estar deducidos
de dos experimentos diferentes: formacién delcomplejo terna
rio holoenzimu-AMPc y existencia de la especie de 6.85 S,

parece poco probable que el AMPC forme el complejo terna-

rio con la holoenzima como una reaccién secundaria al me-
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canismo de disociacién, dado que incluso con sélo AMPC (en
muy alta relacién frente al de la holoenzima) se puede llegar

hasta los equilibrios 1 y 2 (resultados no mostrados).
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

l.- La quinasa de proteinas dependiente de AMPC, se some-

tié a varios pasos de purificacién que incluyeron, la ob

tencidn del S precipitacién por sulfato de amonio,

100’
cromatografia por DEAE-celulosa y filtracién molecular
en Sephacryl $S-300., Al final de esta Oltima efapa se ob-
tuvo una preparacidén enzimatica purificada 50 veces res
pecto del homogenado original.

Utilizando técnicas de centrifugacidn en gradientes de
sacarosa, filtracidon molecular y marcacién por fotoafini
dad, se estudid la estructura polimérica de la holoenzi-
ma, Se encontré que ésta tiene una estructura tetramé -
rica (R2C2) al igual que las quinasas de organismos euca
riontes superiores. Dicha estructura estd formada por una
subunidad regulatoria dimérica (R2) y dos subunidades ca
taliticas presumiblemente unidas a cada uno de los mond
meros de la subunidad regulatoria. Las propiedades mole
culares de la subunidad catalitica son semejantes a las
descriptas en los diferentes sistemas eucariontes superio

res, mientras que la subunidad regulatoria tiene un coe
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ficiente de sedimentacidn y un peso molecular conside-
rablemente mayor que el de las subunidades regulatorias
de organismos eucariontes superiores,

Por primera vez se presentan evidencias fisicas de la
existencia de un complejo ternario holoenzima-AMP_ for

mado al interaccionar la holoenzima de Mucor con el

AMPC. Los estudios cinéticos de intercambio isotdpico
revelaron que el complejo ternario tiene una constante
de disociacién 100 veces mayor que la que tiene la sub-
unidad regulatoria con el AMPC vnido.

Se determind que el nimero de moléculas de AMP_ que u
ne la subunidad regulatoria es el doble de los que se u-
nen a la holoenzima al formarse el complejo ternario ho
Ioenzima-AMPc. Este desenmascaramiento de nuevos si-
tios de unidén del AMPc a la proteina estd vinculado con
la disociacidon de la holoenzima.

Se encontré que en el proceso de disociaciéon de la holo
enzima se forma una especie molecular cuya actividad
quindsica es dependiente de la presencia de AMPC y que
une un nimero de moléculas de AMPC intermedio ehtre

los que une la holoenzima y la subunidad regulatoria.
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Esta especie molecular tiene un coeficiente de sedi
mentacidon de 6.85 S con un peso molecular aproximado
de 200 K y podria corresponder a la especie frimérica

R,C.

2
Se describe un método de purificacidédn de la subunidad
catalitica a partir de la holoenzima de Mucor. Este mé-
todo se fundamenta en la particularidad de la holoenzi -
ma de formar un complejo ternario estable con el AMP_,
lo cual permitié vtilizar una cromatografia de afinidad
con AMP_-agarosa para lograr la separacidén absoluta de
sus subunidades.

Se estudiaron las interacciones homdlogas y heterdlogas
entre las subunidades regulatorias y cataliticas de Mucor
y de un organismo eucarionte superior (corazén de coba-
yo) .

Estos estudios revelaron que la afinidad de la subu-
nidad regulatoria de Mucor por la subunidad catalitica
homéloga es mucho mayor que por la subunidad cataliti-
ca heteréloga y que la afinidad entre las subunidades re

gulatorias y cataliticas de la holoenzima de corazén de

cobayo.
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Esta alta afinidad seria consecuencia no sélo de la
particularidad de la subunidad regulatoria sino tambien

de las caracteristicas de la subunidad catalitica de Mucor.

| i
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