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l. FOSFORILACION Y DEFOSFORILACION DE PROTEINAS

La fosforilación y def'osforilación de proteinas era un

fenómeno conocido desde hacia muchos años y fue como con­

secuencia de los trabaios realizados por KREBSy FlSCHER

(l, 2) que adquirió real importancia enla bioquimica. Ac ­

tualmente se considera que al menos en sistemas eucariontes

superiores es el principal mecanismo de regulación post-tra_

duccional de procesos celulares que responden a estimulos

hormonales y nerviosos.

El estado de fostorilación de una proteina dada, está

controlado por la actividad de dos grupos de enzimas: las

quinasas de proteinas y las fosfatasas de fosfoproteinas. La

incorporación del grupo fosfato de un nucleósido trifosfato

al aminoácido aceptor en el sustrato protéico esta cataliza­

da por las quinasas de proteinas y puede representarse por la

ecuación:
Me2+

NTÉ+ 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)
2+ 2+representa un metal divalente, generalmente Mg yMe



. 2+.en cuertos casos Mn .

La remoción del fosfato unido covalentemente a la

proteina esté catalizada por las fosfatasas de fosfoproteinas

(5, ó) según la ecuación:

Proteina-P + H O Proteina + Pi
2

Un gran número de proteinas responsables del control

de diferentes vias metabólicas y eventos regulatorios en la

célula, son sustratos de las quinasas de proteinas, sufrien­

do como respuesta a esta modificación covalente, una pro­

funda alteración en sus propiedades. Este cambio radical en

la actividad de las proteinas como consecuencia de su fosfg

rilación, se puede explicar por la alta energi'a libre de hí­

drólisis AGO que conserva la unión fosfato-proteina. La u­

nión serina-fosfato en una proteina tiene unA Go = -ó.5

Kcal/mol. En las mismas condiciones la variación de la e ­

nergl'a libre AGO de la unión serina-fosfato libre es de si

lo -2.9 Kcal/mol El clivaie de una unión proteina-foi

tato proveerïa entonces una considerable cantidad de ener­

gia que podria ser utilizada para causar cambios conforma­

cionales de importancia en la estructura proteica.



ll. CLASIFICACION DE LAS QUINASAS DE PROTEINAS.

Las quinasas de proteinas actúan enla célula como

transductores, siendo las mediadoras de los efectos de molé­
2+ ,

culas, tales como Ca , AMPC o GMPc y que actuan como
O O o lmensaleros de señales que provnenen del exterior de la celu

la. Estas moléculas efectoras tienen la capacidad de unirse

a las quinasas de proter'nas para producir su posterior acti­

vación. La estructura de esta familia o grupos de quinasas

de proteinas que responden a diversas moléculas activadoras,

puede ser descripto con un esquema común que comprende dos

zonas, dominios o uJbunidades en la molécula proteica, ca­

da una con una función especifica. Una zona, dominio o sub

unidad con capacidad receptora delefector y ohp subunidad

o zona catall'tica, que es Ia responsable de la actividad fos

forilante propiamente dicha. Según el grupo de quinasas de

proteinas del cual se trate, dichas zonas o dominios pueden
I' O I ' oocupar una porcron de la misma cadena polrpeptidlca o ser

cada una de ellas una subunidad diferente.

KREBSy BEAVO (8) hicieron una clasificación de las

quinasas de proteinas según la molécula efectora de la cual



depende la actividad fosforilante. La tabla l muestra esta

clasificación completada con algunos hallazgos posteriores

(7).

TABLA I

Clasificación de las quinasas de proteinas

Categori Molécula efectora

A_ GMPC

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 artrópodos una actividad quinásica dependiente

de la presencia de GMPC. Posteriormente fue encontrada



también en mamiteros (ll, 12).

La purificación de las quinasas de proteinas dependien­

tes de GMPc de pulmón (l3) y de corazón bovino (l4),pusie­

ron de manifiesto que la enzima es activada de manera espe­

cifica por el nucleótído ciclico, estando las actividades ca­

talïtica y receptora de GMPCenla 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 proteólisis no es controla_

da se pueden obtener ambas actividades en fragmentos dife ­

rentes (15). La localización precisa de ambos dominios o zg

nas no ha sido aún dilucidada. Actualmente se sabe que la

estructura polímérica de la enzima corresponde ala de un d_i'

mero de Mr: 175-180 K formado por dos subunidades iguales

de Mr= 79-82 K, las cuales están unidas por puentes disulfu_

ro(15, l7,18).

Basándose en la estequiometrI/a de la unión de GMPc

(H3) a la enzima homogénea eluida con el nucleótido radia_c

tivo de dos tipos de columnas de afinidad; la 8-(2 aminoetil­

amino-AMPC Sepharosa (20) y la 8-(2 aminoetil)-tio-GN\PC

Sepharosa(21), se concluyó que por cada mol de monómero



se une un mol de GMPC según muestra la ecuación:

E2 GMPCE2 + 2 GMPC 2

Los trabaíos actuales están dirigidos al estudio de los

sustratos especificos de esta enzima. Inicialmente se creyó

que tendria una alta especificidad de sustratos dado los efes

tos fisiológicos 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 AMPc

(22, 23). Sin embargo un análisis detenido de la especifici­

dad de sustratos proteicos (24, 25) y de sustratos peptidicos

(26) de la quinasa de proteinas dependientes de GMPc mues­

tra notables similitudes con Ia quinasa dependiente de AMPC.

Ambas enzimas pueden catalizar la fosforilación de protei ­

nas tales como: histona, protamina, caseina, piruvato quing

sa, fostolamban, glucógeno sintetasa e inhibidor l 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 G] y C32(27) del grupo de proteinas

G del músculo liso, y la subunidad regulatorio de las quina



sas de proteinas dependientes de AMPCde tipo I (28).

No se sabe si de todos es‘tos sustratos alguno es fisio­

lógico o si solo son capaces de ser fosforilados in vitro. Los

baios niveles celulares de GMPc hacen que el estudio de los

efectos del GMPC presente más dificultades que en el caso

del AMPC.

Hasta el momento no ha sido establecida unïvocomen­

te una relación precisa entre la fosforilación de algún sustrg

to proteico y un evento celular mediado por el GMPC, si bien

en trabaios recientes se observó que un nümero de proteinas

no identificadas se fosforilan cuando preparaciones crudas de

membrana de músculo liso y de linfocitos, son estimuladas

con GMPc y no cuando lo son con AMPC (29-31).

La figura l muestra un modelo elaborado por FLOCKHART

y CORBIN (7) sobre la estructura de esta enzima y su interac­

ción con el GMPC. El sitio AAS en ambas subunidades indica

el sitio de autofosforilación, es decir de incorporación de un

grupo fosfato intramolecularmente cuando la enzima es incu­

bada con ATP en ausencia de GMPC. S representa el sustrato

proteico que vc a ser fosforilado.

Este mocelo se fundamenta en las siguientes evidencias



a) forma
inactivo

b) formo
activa

Figura l: Modelo de FLOCKHARTy CORBIN (7) para explicar lo
formo de ¡nteraccíonar del GMPc con lo quinosa de pro­
fel'nas dependiente de GMPc
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experimentales encontradas por diversos autores:

i.­

N
l

El GMPc estimula la actividad fosforilante pero inhibe
la autofosforilación (17, 32).

Baias concentraciones de tripsina activan a Ia quinasa

de proteina y anulan la propiedad de la enzima para au_

tofosforilarse (17).

EI reactivo 1,3-butadiona que es un modificador del a­

minoácido arginina en las proteinas, bloquea Ia autotos

forilación y estimula la acciónfosforilante en ausencia

de GMPc solo sí la modificación se hizo en presencia de

GMPC.

El GMPC no produce alteración del radio de Stokes.

Utilizando el 5' p-fluorosulfonilbenzoil adenosina como

marcador de afinidad del sitio de unión del ATP, la inh_i

bición de Ia actividad fosforilante de la enzima no es a_

fectada por el GMPc (33).

En efecto, el modelo de la figura I es consistente

con dichas evidencias experimentales. Cuando el GMPc se

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

duce un cambio estérico enla misma, quedando la porción

catalitica en condiciones de fosforilar al sustrato (forma b



-1]­

de la figura l). En Ia enzima activada, el sitio de autofosfci

rilación cercano al dominio regulatorio no quedaria en una

posición favorable para que la zona catalitica lo fosforile.

La activación por la tripsina también se explica con

este modelo, ya que la tripsina eierce su acción proteolitica

sobre el dominio regulatorio, inhibiendo, por destrucción

del sitio AAS, la posibilidad de fosforilación y dejando ade

más expuesta la zona catali'tica.

El reactivo 1,3-butadiona, modificador covalente del

aminoácido arginina, bloquea lógicamente la autofosforila ­

ción al interaccionar con las argininas que estan en el ento_r

no dela serina fosforilable. Si esta modificación tiene lugar

en presencia de GMPc el dominio catalitíco queda expuesto

y como las argininas del sitio AAS quedan permanentemente

modificadas al desaparecer el GMPCactivante, la molécula

no puede volver a su estado original (forma a de Ia figura

l).

Finalmente si se utiliza el 5' p-fluorosulfonilbenzoil

adenosina como marcador por afinidad del sitio del ATP en

la zona catali'tica, se anula irreversiblemente la capacidad

fosforilante. El hecho de que esta modificación 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 C02+.

Se conocen dos tipos dequinasas de proteinas que
2+ . . .son activadas por Ca ; la quunasa de la cadena llVthG de

la miosina y la fosforilasa quinasa. El laboratorio de PERRY

(34) fue el primero en informar la fosforilación de Ia cade­

na Iiviana P, componente de la cabeza dela miosina. En un

principio se pensó que la fostorilación era catalizada por la

fosforilasa quinasa pero luego se descubrió que la responsa­

ble de la fosforilación era una enzima contaminante, que

también era activada por concentraciones fisiológicas de Ca2+

(35). La quinasa de la cadena liviana dela miosina fue pu ­

rificada a homogeneidad y se determinó su estructura, la

cual resultó ser monomérica con un peso molecular de 80 K

0105 K según el músculo de donde se la aislara (36, 37).

Los principales sustratos de esta enzima in vivo son

el ATP.M92' como dador de fosfato y la cadena liviana de

la miosina como sustrato proteico. Esta enzima al igual que



.Ias otras puede autofosforilarse, precisando para ello de la

2+ y calmodulina. El sitio de autofosforila­presencia de Ca

ción es el mismoque esfosfoñlado porla subunidad catali­

tica de la quinasa dependiente de AhúPC(38). La determina­

ción de Ia secuencia primaria delsitio de autofosforilación

de esta proteina obtenida de diversas fuentes (músculo esquí

létíco de pollo y de coneio, buche de pollo y pechina)

muestran que tiene una estructura primaria comúrn Ser (p)­

Asn-Val-Phe(7).

EI componente regulatorio de esta enzima (37-39)

Hene un Mr=i7 K yfueidentHicado comola calmodana

(inicialmente descubierta como una proteina termoestable

que activaba una fosfodiesterasa de cerebro en presencia de

baías concentraciones de C02+) la cual es considerada ac ­

tualmente como el principal receptor citoplasmótico de Ca2+

en célulassuperiores.El mecanismode activación comprende

primerola unión del C02+ ala calmodulina, y Iuegola com

binación del compleio calmodulina-Ca2+ con la subunidad

catalitica en una relación de uno a uno para formar de este

modola enzima capaz defosfoñlarla cadena Hviana dela

miosina.
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La fosforilasa quinasa es la enzima que convierte a

Ia fosforilasa b a su forma activa a la fosforilasa a. Está to:

mada por cuatro subunidades 0L,F,a',á, organizadas de for­

ma tetramérica (d,p,ï,J )4 con un Mr= 1.3106 (41, 42).

Las subunidades oc y F son fosforiladas por Ia subu­

nidad catalitica dela quinasa dependiente de AMPCen dos

residuos serinicos. Estas subunidades tienen una aparente Fun

ción regulatoria, la subunidad fl es fosforilada más rápido y

está relacionada con un aumento en la actividad de la enzi­

ma. La subunidad OLno tiene relación directa con Ia activi­

dad catalitica dela enzima, pero puede estimular la veloci­

dad de defosforilación de la subunidadfe (43).

La subunidad K es la subunidad catalitica y fue puri­

ficada a homogeneidad a partir de músculo de coneio por tra­

tamiento dela holoenzima con BrLi l M o ATP lOO mM a 0°C.

Aparentemente existe como un dimero de Mr = 42 K

después de su aislamiento (44). La subunidathiene Ia capa_

cidad de unir C02+ y por determinación de la secuencia de

aminoácidos fue identificada como la calmodulina (45).

Se desconoce el mecanismo de acción que sobre las

subunidades ok o {3 , pueda tener la subunidad J luego de



unirse al Caz+.

Existe también un grupo muy interesante de quinasas

de proteinas, ampliamente distribuidas en teiidos mamiferos,

que son dependientes dela presencia de fosfolipidos y acti­

vables por C02+.

Estas quinasas se activan por asociación reversible

con tosfolipidos 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 coneio y en sus Iisados se observó que era dependiente

del agregado de hemina (49). En un lisado sin agregado de

hemina, Ia sintesis de proteinas tiene lugar por algunos mi­

nutos y luego decae abruptamente. Además esta inhibición

de la sintesis proteica está caracterizada por la rápida de­

ne lugar a nivel de la iniciación de la sintesis de proteinas

y es debida ala actividad de una quinasa de proteinas que

fosforíla especificamente la menor de las subunidades del

factor de iniciación 2, el eIF-20L (5], 52) impidiendo Ia
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formación del compleio ternarío elF2-GTP-Met.tRNA y la

subsiguiente unión a la subunidad ribosomal 40 S. La hemina

actúa como un modulador negativo dela actividad de esta

quinasa de proteinas, es decir su presencia inhibe la activi­

dad fosforilante de la enzima y por Io tanto funciona la sin­

tesis proteica. Esta quinasa de proteina ha sido designada co

mo IRH (lnhibidor 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 Ia

conversión de la forma inactiva ala activa involucra un car:

bio conformacional (54) y que la hemina bloquea la conver ­

sión uniéndose a la especie inactiva (55).

Del tratamiento dellRH con reactivos sulfhidrilicos

se obtiene una forma de la enzima conocida como IRH irrevei

sible, dado que no puede ser inhibido por la hemina (56).

Ambas formas tienen pesos moleculares similares y presentan

una cinética de inhibición dela sintesis proteica que es bi­

tósica. La hipótesis de que el AMPCpudiera afectar al siste_



ma por interacción de la subunídad regulatorio de la quinasa

de proteina dependiente de AMPC con la quinasa de elF2°L

dependiente de hemina ha sido totalmente descartado (57) y

la inhibición que ocurre a altas concentraciones de AMPc

(lOmM) parece ser debida a un efecto de competición 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 enla acción antiviral en células tratadas con inter­

Ferón. Las primeras evidencias experimentales de su existen_

cia se tuvieron cuando se vió que el citoplasma de células

infectadas por poliovirus podia inhibir la sintesis de protei­

nas en lisado de reticulocitos. Subsecuentemente se demostró

que el ARN de doble cadena de origen viral inhibia Ia ini ­

ciación de las cadenas polipepti'dicas (58).

FARRELL(59) en 1977 descubrió que Ia inhibición se

debia a la activación de una proteina quinasa que fosforila­

bala subunidad «del factor de iniciación 2 elF2, en un si­
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tio que parece ser el mismo que fosforila la quínasa depen ­

diente de hemina (60).

La enzima se purificó a homogeneidad a partir de li­

sados de reticulocitos de coneio y tiene un peso molecular

de 67-70 K (ó'l, 62). No se conoce el mecanismo por el cual

el ARN de doble cadena activa a la quinasa de proteina, au_n

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 está intimamente Ii­
l Í I Ígada alos procesos blqulmICOS que llevan a la celula a cre

cer y a multiplicarse. Este factor se une a receptores especi

ficos enla membrana dela célula e inicia un número diverso

de respuestas celulares (63).

Algunas de estas ocurren inmediatamente a la unión

dela hormona, cuando todavia esté enla superficie dela
Í a l o II IIcelula, otras pueden requerir Internalizacnon o degradacuon

del complejo hormona receptor. Una respuesta de mucho in ­
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terés es la estimulación rápida de la fosforilación de un nú­

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 más estudiado es el de las células A431, una linea celu_

lar de carcinoma epidérmico humano. Esta linea es particu ­

larmente ütil por el gran número de receptores de FEC que

tienen sus membranas. El mecanismo por el cual el FEC esti­

mula la fosforilación aün no es conocido. Una particularidad

de esta quinasa es que fosforila grupos tirosinas en el sustrg

to proteico, al igual que las quinasas de proteinas virales

que se describen. más adelante (68).

La actividad receptora de FEC y la actividad de qui­

nasa de proteinas tienen diferentes estabilidades al calor

(65) y diferente sensibilidad ala N-etilmaleimida (69), su­

giriendo que son moléculas diferentes. Sin embargo la acti ­

vidad quinósica 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 ¡50 K, dependien

do las cantidades relativas de cada proteina del método uti­

lizado para aislarlo (69-70). Si este compleio receptor-qui­

nasa se somete a electroforesis en condiciones no desnatura­

lizantes o a una cromatografia de IentiI-Iectina o a inmuno­

precipitación con antisuero preparado contra la banda de Mr=

170 K aislada de un gel de poliocrílamida con dodecilsulfa­

to sódico, copurifican las actividades quinósica y receptora

de FEC, lo cual sugiere que ellas forman una sóla molécula

o están fuertemente asociadas (69).

Esta hipótesis se ve reforzada con los experimentos

de marcación por afinidad usando 5-p-fluorosulfonilbenzoil­

(8-C14) adenosina. Se observa que paralelamente ala inhib_i

ción dela actividad quinósica estímulable por FEC, hay in­

corporación de 5-p-sulfonílbenzoil (8-Cl4) adenosina en las

bandas de Mr: 170 y 150 K (69). Análogamente al sistema ri

ceptor del FEC, recientemente se descubrió que el receptor

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

F- Quinasas de proteinas dependientes de poliaminas.

A partir de i970 se produio un gran incremento en
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el número de estudios que se encararon sobre las poliaminas,

en células eucariotas y procariotas y en sistemas in vitro.

En estos trabaios se investigó su interacción sobre los ácidos

nucleícos, enzimas y polimeros de todas clases. Se encontró

que las poliaminas naturales alifóticas, espermina, putresci_

na y espermidina tienen efectos reguladores sobre un gran nCL

mero de procesos celulares, tales como: ensamble viral, es­

tructura y sintesis de ADN, actividades enzimáticas, proce­

sos de transcripción y traducción, etc. (72).

KUEHNet al. (73) identificaron y caracterizaron u ­

na quinasa de proteinas de núcleos y nucleolos de Physarum

polycephalum que fosforila una proteina no histónica de Mr=

70 K de manera especifica. Esta actividad quinósica 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 están incluidas todas aquellas quina ­

sos de proteinas a las que aún no se les encontró un modula­
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dor de su actividad y que se agrupan con el término de ind_e_

pendientes o asociadas al nombre del sustrato que fosforilan.

Tal es el caso dela quinasa de píruvato dehídrogenasa. Es­

ta enzima en células de mamiferos es exclusivamente mitoco_n

drial y cataliza la fosforilación en tres sitios dela piruvato

decarboxilasa de un modo muy especifico (75).

Otras quinasas de proteinas incluidas en este grupo

son aquellas que tienen mayor preferencia por caseïna que

por histona como sustrato. Han sido purificadas quinasas de

caseina de diversas fuentes tales como: levadura, células de

tumor asci'tico, higado de rata y reticulocitos de coneio (7).

Estas quinasas se denominan I y ll según el orden de elución

de una cromatografia en DEAE-celulosa, por analogía a las

quinasas dependientes de AMPC, y son diferentes en su estru_c

tura polimérica y especificidad por el nucleósido trifosfato

(7). Aün no se conoce la función 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 proteícos (76). La fosfotirosina no habia sido

detectada como constituyente de proteinas hasta que se ob­



.servó que el aminoácido fosforilado por ciertas proteinas

transformantes de origen viral era tirosina. Tales 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 Ia cono­
SI'Cce como ppóO (77, 78). Una gran variedad'de experimen ­

src .0 es una qurnasa de proteinas capaztos indican que la ppó

de fosforilar proteinas en un residuo tirosina. Las células

normales tienen un gen, el sarc, cuyo producto es una protei
src sarc

O 0na análoga ala ppó , llamada ppó la cual también

tiene actividad fosforiiante 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 Ia de

células normales (80). La ppóOsrc es ella misma una fosfopr_o

teina que contiene dos sitios fosforilables. Una serina ioca­

lizada enla parte media dela cadena polipeptidica y que

puede ser fosforilada por quinasas de proteinas dependiente

de AMPCy una fosfotirosina localizada en el extremo car ­

boxilo terminal dela proteina (81). Ambos sitios de fosfor_i_
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-lación parecen regular la actividad enzimática. En extractos

libres de células esta quinasa de proteina es capaz de fosfo_

rilarrnuchos sustratos, sin ernbargo in vivo pocos sustratos

han sido identificados (8]). Uno de éstos es la vinculína que

es una proteina de Nh: 130 K asociada a las placas de adhe­

sión 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 identHicadas como las enzi ­

mas glucoliticaszenolasa y fosfoglicerato mutasa respectiva­

mente.

ido obstante que el fosfato unidc>ala tirosina repre­

senta sólo el 0.05% del total del fosfato resistente ala hi ­

drólisis ácida 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 pg

siblemente en otros mecanismos de transformación neoplósica

de las células.

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

En 1957 SUTHERLAND(83), trabaiando en el metabo_

lismo del glucógeno, descubrió que el efecto activante de la

epinefrina y del glucagón sobre Ia fosforilasa era debido a LJ

na molécula pequeño y termoestable, que resultó ser el AMPC.

Posteriormente, el mismo SUTHERLAND(84) le asignó el pa­

pel de segundo mensaiero, siendo el primer mensajero las ho_r

monas encargadas de llevar la información desde el teíido

donde se producen hasta la célula receptora. El segundo merl

saiero o AMPC, transmite esa información a la maquinaria ce

lular. Las hormonas peptidicas, las catecolaminas y las pros­

taglandinas modifican los niveles intracelulares de AMPC.

Por otra parte el AMPc y las quinasas de proteinas estén pre_

sentes en concentraciones similares en todos los teiidos de

mamiferos, aün en aquellos en los cuales el metabolismo del

glucógeno es de poca importancia (85). Estos hechos llevaron

a postular el siguiente esquema para el proceso de regulación

hormonal de funciones celulares dependientes de AMPc (86):
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HORMONA

PRODUCCION DE AMPc

ACTIVACION DE LA QUINASA DE PROTEINAS

FOSFORILACION DE PROTEINAS

(Modificación de la función)

EFECTO FISlOLOGICO

El primer paso en este proceso es la unión de la hor­

mona a un receptor especifico que se encuentra enla superfi

cie externa de la membrana plasmática. Esta interacción hor­
I OI o amona-receptor lleva a la actuvacuon de la adenilato cuclasa.

Esta enzima es la que cataliza la sintesis de AMPCsegún la
2­

siguiente reacción ATPMe ----->AMPc + PP¡. Las ciclasas
2+de eucariontes superiores utilizan Mg , mientras que las de

organismos inferiores utilizan Mn2+.

Salvo raras excepciones la adenilato ciclasa se en ­

cuentra asociada ala membrana citoplasmétíca (87). Como

consecuencia dela activación de la adenilato ciclasa se pro

duce un aumento de los niveles intracelulares de AMPc y por
a a O al i Gconsuguuente la actuvacuon de la qunnasa de proteinas depen

diente de AMPC. Esto produce la fosforilación de algún sus­



trato a consecuencia de lo cual se modifica su función y por

lo tanto hay un efecto fisiológico determinado. Las otras erl

zimas que regulan el metabolismo del AMPCson: la fosfodíeí

terasa (88, 89) que es la que cataliza la degradación del AMP

ciclico según la reacción:

Me2+ Siendo Me2+
AMP - - - - --->5' AMP

C M92+ o Mn2+.

generalmente

y la fosfatasa de fosfoproteinas que cataliza la hidrólisis

del grupo fosfato en el sustrato proteico revirtiendo enton ­

ces el efecto fisiológico causado originalmente por la acción

hormonal (5, ó).

Una predicción obvia inmediata de este modelo es

que debe existir un gran número de sustratos para las quina ­

sas de proteinas dependientes de AMPC, para explicar la gran

diversidad dela acción hormonal en los diferentes teiidos.

KREBS(90) propuso un número de requisitos que deben cum ­

plirse para decidir si un efecto particular del AMPc es me ­

diado por fosforilación proteica o no.

Los criterios de KREBSson los siguientes:

i) El tipo de célula involucrado en el efecto del AMPc con_
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tiene una quinasa de proteinas.

2) Existe un sustrato proteico que tiene una relación funcícl

nal con el proceso mediado por el AMPC.

3) La fosforilación del sustrato altera su función ¡n vitro.

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

AMPC.

5) Existe una fosfatasa de fosfoproteïnas capaz de revertir

el proceso.

Hay tres efectos del AMPc que hoy ya son clásicos pg

ra los cuales se cumplen todos los criterios anterioreszi ) la

aceleración de la glucógenolisis, proceso en el cual ya ha

sido demostrado la cadena de fosforilaciones que llevan a la

activación de la glucógeno fosforilasa,2)|a inhibición de la

sintesis de glucógeno por inactivación de Ia glucógenosinte­

tasa (91-93) y 3)aumento de la lipólisis en tejido adiposo

por activación de la lipasa (94).

Del grupo de las quinasas de proteinas descriptas hai

ta el presente, la que ha sido maísextensa y exhaustivamen­

te estudiada es la dependiente de AMPC. Este tipo de enzima

fue descripto por primera vez en i968 (95, 96). En organis ­
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mos eucariontes superiores, estas enzimas tienen una estruc­

tura tetramérica formada por dos subunidades cataliticas (ó)

que catalizan Ia transferencia del fosfato del nucleósido tri­

fosfato al sustrato proteico y dos subunidades regulatorias (R)

que inhiben la actividad dela subunidad catalitica y tiene

capacidad receptora de AMPC. Cuando éste se une a ia subu­

nidad regulatoria, causa un gran cambio en la afinidad que

ésta tiene por Ia subunidad catalitica, produciéndose la disg
ciación dela holoenzima.

Esta activación puede ser representada según Ia ecua_

ción siguiente (97):

R2C2 + 4 AMP R2 (AMPC)4 + 2 CC

holoenzíma inactiva subunidad catalitica
activa

Existen dos tipos de isoenzimas, que se clasifican según el

orden de elución que tienen en una resina de intercambio a­

niónico (DEAE-celulosa). Las quinasas de proteinas del tipo

leluyen en una columna de DEAE-celulosa con una concen ­

tración de CINa entre 0.08 y 0.1 M, mientras que las del ti­

po ll lo hacen con concentraciones mayores (DJS-0.25 M)

(98).
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La distribución relativa de estas dos isoenzimas varia

de especie en especie y de teiido en t‘eiido (99). Recienteme_n

te se describió un subtipo de isoenzima II que es inmunodife­

renciable, presente básicamente en el sistema nervioso cen ­

tral y en células neuroendocrinas (100).

Las diferentes propiedades fisicas y quimicas de las

quinasas I y ll están dadas por las distintas estructuras de las

subunidades regulatorias que las integran (Rl y RIl respectiv_a

mente), siendo la subunidad catalitica la misma en las dos i­

soenzimas.

Las numerosas quinasas de proteinas dependientes de

AMPCque han sido caracterizadas, independientemente de su

origen, muestran una gran similitud respecto de propiedades

que se relacionan con la función biológica, tales como afin_i

dad por el AMPCy especificidad de sustrato.

Existen numerosos eiemplos en ia literatura que mueí

tran la semeianza de diferentes quinasas de proteinas (101­

102). Retuerza esta hipótesis los experimentos en los que se

demuestra la actividad de la enzima de un teiido sobre sus ­

tratos de otros teiidos y otros en los cuales se reconstituyen

holoenzimas utilizando 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 sedimentación de 6.8-7 S, (105-106).

En eucariontes inferiores el número de trabaios que existen

sobre estas enzimas es considerablemente menor, aunque en

los Últimos años se observa un interés creciente por el estu ­

dio de las enzimas en estos sistemas. Han sido descriptas ac­

tividades quinósicas dependientes de AMPc y receptora de

AMPCen varios organismos eucariontes inferiores. En Neuros­

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

dependiente de AMPc 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 regulatorio. En Blastocladiella emersonii

(109-112) existe solo una quinasa con caracteristicas de las

quinasas del tipo II en la fracción citosólica. En Coprinus

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

lio del hongo una actividad quinósica dependiente de AMPC,

separable por filtración en geles de otras actividades quinó­

sicas independientes del nucleótido ciclico. En levadura (115)

se purificó unas 2.000 veces una quinasa de proteinas depen­

diente de AMPC de Mr: 230 K con una estructura polimérica
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'R2C2. En Dictyostelium discoideum se detectaron dos quinasós

de proteinas en los primeros estadios de su desarrollo (116)

y en el estadio terminal de Ia diferenciación solo una con

propiedades similares a las de la isoenzima I de eucariontes

superiores (117). En Mucor rouxii (118-119) de describió una

quinasa dependiente del AMPc soluble en ambas formas mice­

lio y levadura con algunas propiedades de las isoenzimas del

tipo ll, pero con ciertas particularidades respectodel com­

portamiento frente al AMPC.

2 - Subunídad Regulatoria.

Las diferencias entre las propiedades fisicas y quimi­

cas de las quinasas de proteinas I y II estén 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 iónica 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

R¡ tiene un tamaño uniforme en casi todos los teiidos de ma­



miteros con un Mr= 49 K (122). Por el contrario la subunidad

regulatorio R“ exhibe una cierta microheterogeneidad, aun­

que ia forma predominante en ia mayoria de las especies es

la de Mr: 54 K (122). WEBERet al. (123) identificaron por

criterios inmunológicos una proteina de peso molecular 50 K

como la Única proteina receptora de AMPc del tipo ll en dí­

versos tumores humanos. Posteriormente este mismo grupo la

aisló en presencia de inhibidores de proteólisis y Ia caracte­

rizó (124).

En los Últimos años la purificación a homogeneidad

de subunidades regulatorias de ambos tipos (I y ll) de diver­

sas fuentes permitió encarar su estudio estructural y de esta

forma se pudo avanzar enla dilucidación del aspecto molecu_

lar dela activación de las quinasas de proteinas dependien­

tes del AMPC.

En contraste con la subunidad catalitica, Ia subuni­

dad regulatoria es sumamente sensible ala degradación pro ­

teolitica (125-126). Sin embargo esta Iabilidad que por un

lado dificulta enormemente la purificación de las mismas,

proporcionó una herramienta muy útil para romper Ia molécu­

.Ia en diferentes fragmentos funcionales. La proteólisis produ
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cida utilizando diversas proteasas, la caracterización delos

fragmentos obtenidos y su relación con su estructura nativa,

ha servido para definirla estructura general y funcional de

zonas o dominios regulatorios en la molécula. TAYLOR(125),

purHicó a homogeneidad lossubunidadesregulatoHas delas

quinasas de proteinasl y ll de músculo porcino. Este autor

encontró que no obstante las diferencias estructurales exis ­

tentes entre ellas, su comportamiento frente a la acción de

las proteasas es muy similar.

Luego de someter ala subunidad regulatorio la uno

proteóliüs en condiciones controladasse generan dosfrag ­

mentos principales (127). Elfragmento mas grande tiene un

Nh: 35 o 3] K según se emplee termolhino o quimiohfipsina,

y corresponde al extremo COOH terminal de la cadena poli­

peptidica y aunque retiene la capacidad receptora de Ahch,

no tiene la capacidad de dimerizarse con otra subunidad re­

gulatorio ni la de inhibir la actividad enzimática de la sub­

unidad catali'tica. El otro fragmento corresponde al grupo

NH2 terminal de la cadena nativa. Tiene un Mr: l'l a 12 K y

contiene la región de interacción para formar el dimero. No

se obtiene elfragmento de 31-35 K cuando se somete a pro­
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teólisis la holoenzima en lugar dela subunidad regulatoria,

sugiriendo que este sitio se encuentra menos expuesto cuando

la subunidad regulatoria se halla unida a la subunidad cata­

litíca. En un trabaio posterior el mismo autor, demostró que

el dimero que constituye la subunidad regulatorio en la iso­

enzima l está compuesto por dos protómeros unidos covalente

mente por una unión disulfuro intercatenaria (128). Esta u ­

nión disulfuro esta asociada al fragmento que corresponde a

la región NH2 terminal de la. cadena polipeptidica.

En la figura 2 se presenta un esquema de los fragmen

tos proteoliticos de la subunidad R del tipo l.

Los primeros estudios de la estequiometria de la unión

del AMPcala subunidad regulatoria, dieron falsos resultados
debido a un artificio introducido por el método de medición

de la capacidad receptora de AMPC. Posteriormente (98) se

estableció que cada protómero une dos moléculas de AMPC,

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 unión del AMPC a la proteina reguladora. Es_

tos sitios conocidos como sitios 'I y 2 estan presentes enla



Zona o dominio de Zona o dominio de
unión del AMPc unión intercodenas
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Figura 2: Esquema que muestra los diferentes fragmentos produci­

dos al proteolizor lo subunidad regulatorio en diferen­

tes condiciones (120-121).
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mayoria de lasisoenzimas l y H conocidas (130). Los estudios

de disociación del compleio R-AMPc(i3l)ïndican que lossi­

tios l y 2 de una isoenzima, son muy similares o tal vez igug

les a los sHfios l y 2 de la otra ísoenzima.

La existencia de estos dos sitios fué detectada por es_

tudios de la velocidad de intercambio isotópíco del compleío

R-AMPC(H3) con un exceso de nucleótido frio. Utilizando

subunidades regulatoriasl y ll purificadas de corazón bovino

se encontró que la disociación de los compleios R-AMPC(H3)

ocurre en dos fases para cada una de las proteinas, indican­

do la presencia de dos poblaciones de sHfios de unión. Elsi­

tio l es de intercambio lento y tiene una constante de velocj

dad de disociación de 0.045 m'l y 0.027 m'l para Rl y R“

respectivamente. Elsitio 2, de disociación rápida, tiene una

constante de velocidad de intercambio aproxhnadamente diez

veces mayor:0.237 y 0.252 rn'l para lassubunidadesl y IL

La proporción de los sitios l y 2 es de 50 96 (131).

CHros autores estudiando la interacción del compleío

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 bitósicas de apagado de flug

rescencia del análogo l,i46-eteno. AMPCal unirse a la sub­

unidad regulatoria también sugieren diferentes sHfios de unión

del AMPC (133).

fi<3RElD et a|.(i34, 135) estudiaron en isoenzimas de

corazón bovino la cinética de disociación del compleio R-AMPc

(H3), llegando a conclusiones similares, con valores de cons­

tantes de velocidad parecidos alos anteriores. Estudiaron ade

más la cinética de asociación del AMPc con los sitios l y 2

(136) encontrando que el ütio l(lento) tenia una constante

de asociación mayor que la del fitio 2 Üópido), de tal modo

que las constantes de afinidad de cada süfio son entonces pa­

recidas. Esto, está de acuerdo con los resultados obtenidos al

analizar los cambios producidos en los espectros de fluoresceg

cia endógena de los grupos Hiptofano y de dicrofsmo circular

con U.V. cercano, al Htularla subunidad regulatoria con

AMPc (137).

Cuando se estudió la cinética del intercambio de AMPC

(H3) del compleio R-AMPC (H3) con exceso de AMPC no radia_c

tivo, la presencia de análogos no marcados con modificacio ­

nes en el C-ó o en el C-8 del núcleo puri'nico, permitió sa ­
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car conclusiones sobre la especificidad de cada tipo de anó­

Iogo por los diferentes sHios de unión del AMPC (131, 138).

UtHizando uno o otrotipo de anólogosse obtuvieron curvas

que variaban en el punto de intersección y no en la pendien­

te, es decir que los anólogos tenian una relativa preferencia

por lossitios i o 2 (131-138). Los anólogos con modificacio­

nes en el C-8 del anHlo purinico, tienen una relativa prefe­

rencia por elsítio l, mientras que los modificados en el C-ó

prefieren el sitio 2. Se podria inferir que Ia unión al sitio i

requiere la presencia de un grupo amino eh el C-ó para for ­

mar una unión de puente de hidrógeno u otro tipo de interac­

ción, o que un sustituyente en esa posición hnpone restriccig

nes espaciales o estéricas. Con el mismo razonanflento se po­

dria explicarla limitación en Ia unión alsitio 2 de los anó­

Iogos modificadosen el C-8. Sibien experimentalmente no

se demuestra que el AMPCtenga una preferencia por alguno

de los dos sHïos en particular, no se puede descartar la poíi

bHidad de que in vivo lossitiosl y 2 reaccionen con formas

estereoquimicas diferentes del AAAPC.El postulado de que es

tos sHños son intracatenarios implica que el dimero de lasuk

unidad regulatoria contiene dos cadenas idénticas. Experimen
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talmente no se han encontrado dos cadenas dela subunidad

regulatoria con diferentes propiedades receptoras de AMPC.

CORBIN (7) presentó un modelo de las zonas o dominios enla

subunidad regulatoria del tipo II, confeccionado en base a

los resultados obtenidos por él y otros autores en experienci

de velocidad de intercambio isotópico con péptidos obtenidos

por fragmentación proteolitica. Un fragmento de ló K de la

subunidad regulatoria del tipo l 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 ll, presenta en

presencia o ausencia de análogos del AMPC, un comportamien

to de disociación del nucleótido, similar al que tiene el si­

tio 2 (130, 139) de la subunidad sin proteolizar.

Por otro lado cuando el 8-Azido-P32-AMPC, que se

comporta como un análogo del sitio l, se lo irradia con una

luz de 254 nm, se fotoliza dando como producto un radical n_i

treno que es altamente reactivo y en presencia de la subuni­

dad regulatoria se une covalentemente en el sitio para el cual

el análogo tiene afinidad. Del tratamiento proteolitíco de la

subunidad R (140) con el 8-anólogo covalentemente unido se
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obtiene Ia marca asociada a un resto tirosína, vecino a un

sitio de fosforiiación cercano al carboxilo terminal dela ca_

dena polipeptidica. El modelo aparece representado en Ia fi­

gura 3.

Estas evidencias cinéticas no son una prueba absolu­

ta de que ios fragmentos obtenidos por proteólísis, sean rea|_

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 di'mero intacto. Por otra parte existen evíden

cias sobre interacciones entre los sitios de unión del AMPC

(¡38). Una función del sitio i por eíemplo, parece ser la de

favorecer, una vez ocupado por el AMPC, Ia unión del nucle

ótido en el sitio 2 o sea que existe cooperatividad entre los

sitios (138).

No se conoce cual de los sitios es eI responsable de

la activación de la quinasa de proteinas. Experimentos en los

cuales se usó IMPC, que es un análogo con preferencia por el

sitio 2 muestran que es más eficiente que el mismo AMPC, en

términos de moles unidos a la subunidad regulatorio por mol

de subunidad catalitíca liberada (138).

Las subunídades R de las quinasas dependientes de
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Figura 3:!Modelo de zonas o dominiosregulotorhn en la subunídod

regulatorio de lo quinaso de proteína dependiente de ANW
tipo H.



AMPCde eucariontes inferiores no han sido obíeto de estu ­

dios ton minuciosos como los descriptos mos arriba.

No obstante en los Últimos años han aparecido nume_

rosos traboíos sobre el tema. Sehan caracterizado y en olgg

nos coso‘s purificada subunidades regulatorios de organismos

inferiores. Por eíemplo de levoduro se purificó y caracteri­

zó una subunidad regulatorio de Mr= 56 (141) o 64 K (142).

En el hongo C. macrorhizus también se detectó uno subunidad

regulatorio de 46 K, inmunológicomente diferente de los de

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

proteinas receptoras de AMPc de Mr= 52-58 K (l44, 143).

En N. crosso (145) y en D. discoideum (146), se reo­

lizaron estudios más completos. En el primer caso siguiendo

uno metodologia semeíante o lo utilizada por CORBIN (131,

¡38) se detectaron dos clases de sitios de unión del AMPc

o lo subunidad regulatorio, uno de disociación lento y otro

de disociación rápido, con propiedades semeiontes respecto

de los onólogos modificados en el C-ó y C-8 o los de los erl

zimos de eucariontes superiores.

En D. discoideum se describió el mapeo de un sitio

"establell de unión del AMPC, criterio seguido según la es­
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tabilidad que presenta el AMPCen los sitios de unión al in­

teraccionar con filtros de nitrocelulosa. El criterio utiliza­

do en este caso es el decrecimiento de la afinidad respecto

del AMPC que presentan SUSdiferentes análogos. Esta dismi­

nución de afinidad se estandarizo de acuerdo a la siguiente

ecuación:

l K (AMPC) siendo las K las cons­
G: _ (análogo) tantes de afinidad res­

pectivas.

3- Subunidad Catolitica.

La subunidad catalitica de todas las quinasas de pro_

teinas estudiadas hasta el momento es un monómero de Mr= 39

a 42 K. Esta proteina fue purificada a homogeneidad a partir

de higado y corazón bovino, corteza adrenal, músculo esque

lético e higado de coneío, mucosa gástrica porcina, músculo

esquelético de rata y músculoesquelético porcino

Contrariamente a la subunidad regulatorio, la subuni_

dad catalitica aislada de la isoenzíma lo de la isoenzíma Il

de cualquiera de estas fuentes tiene similares propiedades

quimicos, fisicas, cataliticas, inmunológicas asi como igual



Kmpara el ATP, especificidad de sustrato y' afinidad enla

interacción con las subunidades I y ll Sin embargo utili

zando la técnica de enfoque isoeléctrico en geles de polia­

crilamida (147) se separaron tres formas de una subunidad cg

talitica homogénea.

Un hallazgo interesante es el de GAGELMAN et al.

(148) quienes encontraron que las siubunidades cataliticas de

las isoenzimas I y II, se activan por un modulador proteico,

resistente al ácido y termoestable que está presente en las

preparaciones de los extractos y que es diferente al inhibi­

dor dela subunidad catalïtica descripto por WALSH(149).

La subunidad catalitica tiene un rango de especificidad de

sustrato muy amplio. .Basóndose en ICS-criterios de BEAVO y

KREBS(90), para decidir si un determinado efecto del AMPc

está mediado por fosforilación, FLOCKHARTy CORB|.N (7) h_i

cieron una división de los sustratos en fisiológicos y no fi­

siológicos. Esta clasificación se muestra en la tabla ll.

Según las evidencias acumuladas las bases molecul_c_i

res para la especificidad de sustratos proteicos o peptidicos

estudiados in vitro, son la presencia de dos aminoácidos bó­

sicos, especialmente arginina, vecinos ala serina o treoni
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TABLA ll

SUBSTRATOS DELA PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE

SUBSTRATOS FBIO­
LOGICOS

Fosforilasa quínasa

Glucógenoanefa­
sa

Lípasa sensible a
hormona

Piruvato quínasa

Troponína I

Subunídad regulato­
ría

Colesterol esferasa

AcefH Co A carboxí­
losa

Tírosína hídroxilasa

ATP-cítrafolíasa

Mc

SUBSTRATOS PROBA­
BLEMENTEFISIOLO­
GICOS

Hísfona

Fosfolamban

Díglicérído lípasa

Profamína

Inhibidor de fosfato­
so I

Fosfofructoquïnasa

Tronscríptasa reversa

Profeïnoríbosomal S-ó

HMG Co A reductosa
quínasa

SUBSTRATOS NO
FHIOLOGICOS

Caseïna

RPQApolimerasa(EmoH)

eïF-2 (E. coli)

Péptidosaericíales

Quínosa de proteïna
dependiente de GMPc
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na fosforilable (150, 151). EI hecho de que no todos los pép

tidos sintéticos exhiban constantes de afinidad tan favora ­

bles como las observadas para las proteinas de las cuales de

rivan, sugiere que otros factores además de la estructura pr_i

maria influyen enla especificidad de sustrato (152).

Para estudiar Ia estructura del sitio activo de Ia sué
unidad catalitica se usaron reactivos modificadores de dife­

rentes grupos. Entre estos reactivos se encuentran los modif_i

cadores de grupos sulfhidrilicos, tales como: iodoacetamida,

N-acetil maleimida, p-hidroximercuribenzoato (153) y el ó­

cido 5,5'-ditiob¡s (2-nitrobenzoico) (154), todos los cuales

destruyen la actividad enzimática. La enzima puede ser pro­

tegida parcialmente de estos reactivos por la presencia de

ATP Mg (¡53). Estos datos indican la presencia de grupos sul_

fhidrrlicos cercanos al sitio activo, pero no prueban su par­

ticipación directa en el mecanismo catalitico. Si en cambio

lo sugieren los experimentos de modificación y subsiguiente

ínactivación de la subunidad catalitica con análogos de afi­

nidad de substratos peptidicos, los cuales son capaces de ||_e

var a cabo intercambio de grupos disulfuros con los grupos

sulfhidrilicos de la enzima (155).
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Un gran número de análogos del ATP, modificadosen

diferentes partes de la molécula (anillo purinico, ribosa o

grupo fosfato) proporcionaron una considerable información

sobre el sitio de unión de este nucleótido. Surge de este ti­

po de estudios (156) que la sobunidad catalitica tiene unatü

ta afinidad por la purina, y que las modificaciones en el gng

po fosfato del ATP afectan menos la unión a la proteina. Los

anólogosque eflún modificados enla Hbosatfienen en cambio

las mismas propiedades de unión que ellATP. Estos datos han

servido para argumentar que Ia alta afinidad de la holoenzi­

ma de tipo l, por el ATP, era debido a que elsitio de unión

del ATPen la hoenzima Iestaba sobrela subunidad cataHïi

ca y no enla subunídodregulahnia.Estofue confirmado con

el uso de un análogo del ATP que es un marcador porfotoafi­
32nidad, el 8-Azido ATP-P AI fotoHQar la holoenzima en

presencia del análogo y posteriormente someterla a disocia­

ción se observa la marca asociada a la subunidad catalitica

(157).

El mecanismo cinética de esta enzima está todavia

por dilucidarse. Los estudios de velocidades iniciales reali­

zados con la holoenzima y con la subunidad catalitica aísla
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da son contradictorios, especialmente los que utilizan histo

na como sustrato (158-161). En estudios cinéticos con Ia hoLo

enzima de cerebro bovino (158) se obtuvieron gráficos de do

ble reciprocas paralelos, indicativos de un mecanismo ping­

pong, mienhas que conla subunidad catalflica de músculoej

quelético de coneío utHizando también histona como sustrato,

se obtuvo gráficos de doble reciproca convergentes, tipicos

de los mecanismos secuenciales (159). La fosforilación de la

histona H], catalizada por subunidad catalitica de timo de
ternera (160)5igue una cinética secuencial, aunque cuando

la fosforilación está catalizada por la subunidad catalitica

de cerebro porcino (lói) parece seguir un mecanismo ping­

pong, identificándose un compleío intermediario, enzima tdi

forilada (E-P). Se han realizado un número de estudios utHi­

zando como sustrato al heptapéptido que corresponde a Ia se­

cuencia de aminoácidosque conformanelentorno dela señ­

na fosforilable en la piruvato quinasa de riñón porcino. Con

este heptapéptido se eliminan una serie de problemas asocia­

dos con el uso de sustratos proteicos, por eiernplo: múltiples

sitios de fosforilación y posible contaminación del sustrato

con otras quinasas. Los resultados obtenidos de estos estudios
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son mas coherentes, ya que tanto con subunidades catalflícas

provenientes de corazón bovino (162), timo de ternera y müs­

culo esquelético de coneío, Ia cinética de la fosforHación

sigue un mecanismo secuencial. GRANOTy colaboradores

(163-164) en base a una serie de mediciones füicas y cinétF

casrealizados conla subunidad catalHica de músculo cardüL

co bovino y utHizando elheptapéptido como sushato, con ­

cluyeron que son doslos probables mecanismos cinéticos pa ­

ra la quinasa de proteinaw'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 dostrabaíos que se complementan entre 5L

de KREBS(165) y WALSH(ióó), se estudiaron exhaustivamen­

te Ios perfiles de inhibición por producto (A[)P y heptapépti

do fosforilado) y la inhibición "dead end" con el análogo no

hidrolizable del ATPel AMP.PNP, el inhibidor dela subuni­

dad catalfifica y un análogo no foshfifilable del heptapéptido,

alanino substituido. Coniuntamente realizaron estudios de

unión en equilibrio de sustratos e inhibidores ala subunidad

catalitica. Empleando todos estos datos KREBS(165) postula



la existencia de un mecanismo en estado estacionario secuen

cial ordenado Bi-Bi, con entrada del ATP como primer sustrE

to, formación de una compleío ternario E-ATP-Heptapéptido

al entrar el segundo sustrato y posterior liberación de los dos

productos, ADP y Heptapéptído fostorilado.

4- Autofosforïlación.

Una diferencia muy importante entre las dos isoenzi­

mas atribuible alas subunidades regulatorias es el diferente

comportamiento de estas Últimas Frente al ATP. La quinaso 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 fosforilación

aumenta la afinidad de la enzima por el AMPC, es decir que

la holoenzima fosforilada necesita concentraciones menores

de AMPc para disociarse y viceversa, la reasociación de las

subunidades después dela remoción del AMPc se lentifica no_

tablemente si la holoenzima está fosforilada (168). La quina

sa de proteinas del tipo l, por otro lado no es suceptible de

autofosforilarse, si bien se encontró fosforilación dela subu
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nidad regulatorio I in vitro catalizada por la quinasa de pro

teinas dependiente de GMPc (169) en una linea celular de

linfoma de ratón (¡70).

Otra propiedad de la holoenzima del tipo I es la de

unir dos moles de ATP'por mol de holoenzima, unión que dis_

minuye sensiblemente su afinidad por el AMPC, siendo este E

fecto opuesto al que tiene sobre la holoenzima Il al autotos­

torilarse. (171)

La subunidad catalitica C puede catalizar la incorpg

ración de dos moles de fósforo por mol de monómero de subu­

nidad R (172, 173) y el monómero de C mismo puede incorpo­

rar dos moles de fosfato luego de incubarlo con ATP-Mg en

ausencia de sustrato (1'47). No se conoce la función que pus
da tenerla autofostorilación de C. En el caso dela subuni­

dad regulatoria, los dos sitios de fosforilación tienen dife ­

rente cinética, uno de ellos conocido como sitio 2, es tostg

rilado rápidamente aún a 0° (172). La fostorilación del sitio

2 es responsable de la disminución dela velocidad de reaso­

ciación de la subunidad R“ con la subunidad catalitica (168).

Recientemente un estudio de HOFMANN y colabora­

dores sobre la fosforilación de la subunidad Rll de corazón
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bovino (174) indica que la subunidad regulatoria contiene

entre 1.2 y 2.7 moles de fosfato por mol de subunídod regu­

latoria y que estos fosforilaciones no ocurren sobre el sitio

autofosforilable, sugiriendo que existe in vivo fosforilacíón

en múltiples sitios que no son debidas a la subunidad catali­

tica, sino a quinasas independientes de AMPC. Posteriormen­

te el mismo autor encontró que la subunidad R“ puede ser fo_s

forilacla a una velocidad apreciable in vitro por la gluco'ge­

no sintetasa quinasa lll y por la gluccïgeno sintetasa quinasa

V, pero no por la glucógeno sintetasa quinasa IV o por la

fosforilasa quinasa (175).

5- Mecanismo de activación de la quinasa de proteinas de­

pendiente de AMPC.

Fenomenologicamente la disociación de la quinasa de
O I l I .proteinas esta perfectamente descripto, ya en los primeros

trabaíos sobre el tema (176). La activación de la enzima por

el AMPC, libera subunidades catalïticas activas. No obstan­
te el mecanismo detallado de activación a nivel molecular

no está aún completamente dilucidado.
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La estructura polimérica de la holoenzima con dos gr_u

pos de subunidades diméricas organizadas molecularmente co­

mo un tetrámero permite un variado número de posibilidades

teóricas para explicar la activación de la holoenzima. Exis­

ten básicamente dos trabaíos (177-178) que con un enfoque

teórico proponen diferentes modelos de equilibrios para expl_í

car la interacción del AMPCcon la holoenzima. De estos hay

dos modelos principales que dominan la discusión dela acti­

Yación dela enzima. En el primer modelo se postula que la

holoenzima existe aún en ausencia de AMPc en un determina­

do equilibrio termodinómíco con sus subunidades libres según

la ecuación:

R2C2.—’R2 + 2C

y que el AMPc se une con una gran afinidad a la subunidad

regulatorio desplazando el equilibrio hacia la disociación.

El segundo modelo considera que el Al‘vl‘lPCse une primero a la

holoenzima formando un compleío ternario, holoenzima-AMPc

para después disociarse. La disociación seria producto de un

gran cambio conformacional enla subunidad regulatorio, al

unirse el AMP a la quínasa de proteinas se debilitaria Iac
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interacción entre las subunidades cataliticas y la subunídad'

regulatorio favoreciendose la disociación. Según este segun­

do modelo también podria preexistir un equilibrio termodinó_

mico de la holoenzima con sus subunidades, pero no tendria

importancia para el mecanismo de activación. La ecuación

que representa este segundo modelo es la siguiente:

R2C2 + 4 AMPc —>R2C2(AMPC)¡——>R2-(AMPZ:4+2C

Todas las evidencias reunidas hasta el presente indican que

la activación se produce según este último esquema (179-180,

154). Estas evidencias son principalmente cinéticas; asi

HUANG (179) estudió la disociación del compleio R2AMPC

(H3) por intercambio isotópico con el nucleótido no marcado

en presencia y ausencia de subunidad catalitica, encontran­

do que cantidades cataliticas de C aceleraban enormemente

la velocidad del compleio Rz-(AMPC) (H3). Estos resultados

solo pueden ser explicados por la formación de un compleio

intermediario ternario AMPC-R2C2.
En base alos estudios realizados con una holoenzima

extraido de embriones de Drosophila melanogaster, otros au­

tores (180) elaboraron un modelo cínético para explicar la
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activación de la quinasa. Llevando a cabo transformaciones

matemóticasllegaron a una ecuación Única con la cual ex ­

presan los diferentes mecanismos de disociación posibles.Los

valores experimentales que meíor se aiustan a esta ecuación

según un programa computado, son los que corresponden a la

existencia de un intermediario ternario.

Otro trabaio que presenta evidencias cinéticassobre

la formación de un compleío ternarío es el de ARMSTRONG

et a|.(154).Estos autores HiUlOfllOSgrupossulfhídrflicosen

la holoenzima de corazón bovino con'un reactivo de grupos

SH, el ócido 5, 5' - ditiobisQwfitro benzoico)(DTFJBL

Losestudiosde inachación dela holoenzima mues­

tran l) la subunidad regulatorio inhibe la inactivación de la

subunidad catalitica por el DTTQB.2) En presencia de concen

traciones saturantes de AMPCcualquiera de las formas, tosfio

rilada de la holoenzima presenta una marcada aceleración de

la velocidad de inactivación, siendo Ia de la forma desfosto

rilada aún más rápida. Estosresultados sólo pueden explicar­

se en base a la existencia de una interacción entre la subunj

dad regulatorio y C aún en presencia de concentraciones sa­

turantes de AhAPC.Esta interacción está dada ¡ustamente en
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el compleio ternario y deberia estar en equilibrio termodinó­

mico rópido con las subunidades libres. Los grupos SH en esta

molécula ternaria estarian activados sobre la subunidad cata­

litica para reaccionar con el DTNB.

El trabaio, tal vez mós.convincente respecto al meca

nismo de activación es el de KREBS(¡81), quien supone para

simplificar el tratamiento matemático, que los pares RC de la

holoenzima tetramérica son independientes e idénticos y que

RC es inactivo en ausencia de AMPC. Con esta hipótesis en ­

cuentra que el valor de l‘ï/fll‘l. para la disociación en ausen ­

cia de AMPc es extremadamente baio, comparado con la diso_

ciación casi instantánea cuando está presente el nucleótido

ciclico.

Un aspecto importante aún por dilucidar es el siguie_n

te: cuántos y cuál o cuáles de los sitios de unión del AMPc

se requieren que estén ocupados para que se active la quina­

sa. Aunque algunos autores trataron tangencialmente el tema,

no se tiene aún una respuesta adecuada para estas preguntas

(131-137). Otra via desarrollada paralelamente para enfocar

el estudio de la disociación de la quinasa de proteinas es el

estudio de las interacciones entre la subunidad R y la subuni
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dad C. Trabaíos anteriores (97-172) sugieren que la propie ­

dad de la subunidad regulatorio para inhibh'a Ia subunidad

C se debe a que actúa como un análogo delsustrato, con al­

ta afinidad que ernnascara los sitios del sustrato proteico o

peptidico en la subunidad catalitica. Las modificaciones en

lasubunidad R,ta|escomo pnfieólhistripfica otratamiento

con reactivos especificos para argininas, anulan la actividad

inhibitoria y la posibilidad de actuar como un sustrato acep­

tor de fosfato (172). Adernós estudios espectroscópicos de re­

sonancia magnética nuclear de velocidad de relaiación de

los protones del sustrato indican con precisión que es la unión

del sustrato peptidico y no la del ATFUWgla que es bloqueada

por la subunidad regulatorio (182). Se sabe además que la u­

nión de la subunidad regulatoria a C inhibe la actividad Ate

pósica(154)la cualestó “Himamenteligada ala subunidad
catalitica (153), inhibiendo entonces la transferencia del

fosfato al HZO. Quiere decir que la subunidad R puede eier­

cer dos tipos de inhibición sobre Ia actividad catalitica. U­

no, puede actuar como un análogo de sustrato, siendo un inbj

bidor competitivo de alta Ki del sustrato proteico y dos pue­

de bloquear la capacidad de C de transferir un fosfato del

ATPalHZO.
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Ill- AMP, y MUCOR ROUXII.

Existe un cierto número de hongos que presenta una

dualidad fenotipica en la forma de sus células. Dependiendo

de las condiciones ambientales, pueden crecer baio la forma

de un micelio compuesto de filamentos largos y ramificados o

como células levaduriforme. A éste fenómeno se lo denomina

dimorfismo. Mucor es un género de hongos (clase: Zygomyce­

tes, orden: mucorales) que tiene ¡ustamente esta propiedad.

En presencia de aire y en medio sólido o liquido crece como

un micelio cenocitico tipico mientras que en una atmósfera

pobre en 02 presenta una morfología levaduriforme. Estas foi

mas son interconvertibles reversiblemente, dependiendo este

equilibrio biológico del medio en el cual se encuentre. Esta

posibilidad de adaptación morfogenétíca de ciertas especies

de Mucor a una atmósfera aeróbica o anaeróbica hace de fl­

_co_runexcelente modelo biológico para estudiar las bases big

quim'icas de la diferenciación morfológica. Se ha enfocado el

fenómeno del dimorfismo desde diferentes puntos de vista, ei

tudiando: la influencia de los hidratos de carbono (183,184),

el metabolismo respiratorio (185), la sintesis de proteinas

(186) y su relación con el nivel de poliaminas (187). El a ­
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vance más importante en cuanto al esclarecimiento de las bg

ses bioquimicas del fenómeno del dimortismo en Mucor se de­

be alos estudios sobre el papel del AMPC.

LARSEN y SYPHERD(188), encontraron en M.racemo­

¿ui que la adición de BtzAMPCa cultivos aeróbicos. del hongo

inhibe el crecimiento apical y promueve el crecimiento |ev_a_

duriforme. Por otra parte encontraron que las células levadu­

riformes poseen una concentración intracelular de AMPCma­

yor que la forma miceliar. Posteriormente PASSERONet al.

(189) encontraron resultados similares en M. rouxii. LARSEN

et al. y PASSERONy colaboradores (190) tambien demostraron

que durante la aereación de un cultivo levaduriforme de M.

racemosus y M. rouxií respectivamente los niveles de AMPC

disminuyen y que esta disminución precede a la aparición de

los tubos germinativos. Estos efectos mortogenéticos requieren

de la presencia de un azúcar termentable en los medios de

cultivo.

De acuerdo a los conocimientos adquiridos hasta el

presente, surge que la regulación del dimorfísmo en Mucor es

el resultado de una interacción compleia de factores ambien_

tales y nutricionales en donde el AMPc desempeña sin lugar
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a dudas un papel muy importante. Por consiguiente el estudio

de su mecanismo de acción debe tenerse en cuenta en cual ­

quier modelo de regulación del dimorfismo.

En la figura 4se resume el efecto de los principales

factores ambientales y nutricionales que participan en las

transiciones dimórficas en M. rouxii.

El AMPc cumple un papel biológico de mucha impor­

tancia en la fisiologia de otros organismos eucariontes infe­

riores. Fue descripto en los siguientes organismos: B. emer­

sonii, en el cual se han relacionado los cambios en las con­

centraciones intracelulares del nucleótido con la citodiferen

ciación (19]), también en N. crassa (192-193) y en D. discoi­

deum (l94)el AMPc es determinante dela morfologia del hor_1_

go. En nuestro laboratorio desde hace varios años 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 |evadurifo_r

me del hongo (¡89). Esta actividad se puede separar de los

fragmentos de pared celular por la acción de agentes tensio­

activos y se la encuentra en una fracción membronosa que se
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G Espora

‘ilndependiente de
condiciones ambientales)

OCélula estérico

Cozohexosas
AMBIENTALES 02+hexosaS+PEA
QUE FAVORECEN l " " *CNK

LA FORMA “ +Bt2AMPC
LEVADURIFORME

Ce'“'°. g Miceliolevaduriforme V
C02 * hex osos

Figura 4: Ciclo de vida osexuol, aeróbico y anaeróbico 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 Ia

enzima unida a membrana son semeíantes 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 acción

de CIK 0.5 N. La enzima soluble tiene un peso molecular sig­

nificativamente alto de 500 K (196).

Respecto de la fosfodíesterasa de AMPC, se demostró

la existencia de esta actividad en las dos formas del hongo,

la cual fue estudiada exhaustivamente. La actividad de la foi

fodiesterasa es en su mayor parte soluble y eluye de una co­

lumna de DEAE-celulosa a una concentración de 0,4 M de a­

cetato de sodio como una especie Única y especifica para

AMPC (175). La Km aparente para el AMPc dela enzima par­

cialmente purificada es 2,5/¿M, valor que ubica ala enzima
de M. rouxii entre las de alta afinidad por su substrato. Su

peso molecular es de alrededor de 70.000 D (197).

Se encontró que preparaciones poco purificadas de foi

fodiesterasa eran capaces de ser activadas por incubación con

ATP.Mg y AMPc y que dicha activación permanecia aÜn des ­

pués de haber eliminado del medio los factores activantes
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“98). Al avanzar enla purificación y separar la quínasa de

proteina, la activación mediada por ATP.Mg y AMPc se hizo

dependiente del agregado de quínasa de proteina exógena.

Asimismo cuando las condiciones del ensayo favorecen la de

fosforilación, Ia enzima activada recupera su actividad ba­

sal. La enzima es capaz de ser activada también por proteo­

lisis controlada siendo la actividad máxima lograda compar_a_

ble con la alcanzada por via de la fosforilación. Ambas ac­

tivaciones no son aditivas, sugiriendo que probablemente es

tos mecanismos involucren la misma zona dela molécula pro

teica (199).

Paralelamente a los trabaíos anteriores, en el labo­

ratorio se descubrió Ia existencia de al menos dos formas de

fosfatasas de fosfoproteinas en la fracción soluble de la foi

ma filamentosa de M. rouxii (200). Estas dos fosfatasas de­

nominadas I y Il, se diferencian por su requerimiento de ca_

tio/n divalente y tienen un peso molecular ligeramente dife­

rente. La enzima l tiene un Mr= 40 K y su actividad es de ­

pendiente de la presencia de catión divalente, la forma ll

tiene un peso molecular de 30 K y es activa en ausencia de

catión divalente. Estas formas de baío peso molecular serian
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periores, la cual se encuentra en los teiidos 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 trabaios del laboratorio en

los cuales se describe una quinasa de proteinas dependiente

de AMPC, soluble con propiedades semeiantes a las quinasas

del tipo ll de eucariontes superiores pero con un' singular com

portamiento respecto a la interacción con el AMPC, ya que

no se disocia solamente por acción del nucleótido sino que

también necesita dela presencia de histona o protamina, que

actúan como sustratos proteicos (201).

Un resumen delo anterior permite verificar que en

M. rouxii, se cumplen en parte los criterios propuestos por

KREBS(90) para verificar fosforilación proteica dependiente

de AMPc en un evento celular, dado que: existe una quinasa

de proteinas dependiente de AMPc y también un sustrato fos­

torilado in vitro, como la tosfodiesterasa cuya función se m2

difica como consecuencia de la tosforilación dependiente de

AMPC.
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Lo singular de este proceso es la relación funcional

que tiene el sustrato con el efecto mediado por AMPC, dado

que el sustrato mismo es ¡ustamente la enzima responsable de

la degradación del nucleótido.

IV- OBJETIVO DE LA TESIS

De la introducción anterior surge claramente la ne­

Cesidad extensiva a M. rouxii de estudiar bioquimica y es ­

tructuralmente a la quinasa de proteinas, para _poder desen­

trañar la regulación de los eventos morfogenéticos controla­

dos por el AMPC. En los trabaíos previos del laboratorio

(118-119, 201), se encaró la identificación de esta quinasa

y su caracterización. Para continuar con su estudio estructu_

ral, se requiere un conocimiento preciso de la organización

molecular de las diferentes subunidades que componen a esta

enzima. El conocimiento de su estructura polimérica permit_i_

r6 enfocar más claramente el estudio de su mecanismo de di­

sociación. Un aspecto de primordial importancia para esclcl

recerlo es estudiar lo interacción de la holoenzima con el

nucleótido ciclico y con los dos sustratos; el ATP y la protei



na fosforilable. Esto implica investigar la calidad de lossi­

tios de unión del AMPCa Ia quinasa de proteinas, asi como

estudiarindependientementelas propiedades de Iassubunidd_

des regulatorias y cataliticas de esta enzima.

Con esta Tesis, se pretende ¡usfamerne presentar un

estudio, que pueda ayudar a dHucidar alguna de esnn cues­

tiones.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

l- Buffers utilizados.

- Buffer M: Trís - CIH ¡0 mM pH 7.3, EDTA 1,5 mM, 2­

mercaptoetanol 2 mM.

- Buffer C: Pipes 10 mM pH 6.3, EDTA 2 mM, 2-merc'aptoefa­

nol 2 mM.

- Buffer C1: Pipes 'IO mM p H 6.3, EDTA 2 mM, 2-mercapto­

etanol 20 mM.
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Il. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

ll.i. - Organismo

Durante el presente estudio se utilizó el hongo dimó_r

fico Mucor rouxíi(NRRL1894), cepa original del Dr. C. W.

Hesseltine (Northern Utilization Research and Development

Division, Peoria, lll) cedida por el Dr. Roger Stork (Rice

University, Houston, Texas).

“.2. - Obtención de esporas y mantenimiento dela cepa.

Para la obtención de esporas se hizo crecer el hongo

en medio de agar 5%-¡ugo de tomate (1:1). Los dos compo ­

nentes 'del medio se autoclavaron por separado y se mezcla­

ron en caliente; la mezcla se transvasó inmediatamente a bg

tellas de Roux (50 ml en cada una) y se deíó solidifícar. Las

botellas se mantuvieron por 24 h. a 25° C como prueba de e_s

terilidad. Transcurrido este tiempo se sembró en cada bote­

lla 2 ml de una suspensión de esporas de aproximadamente

lOO 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

cedió a cosechar las esporas. Para efectuar la cosecha se a ­

gregó a cada botella 20 ml de agua destilada estérH y seraí

pó suavemente la superficie del cultivo con un ansa de vidño

para desprender las esporas de los esporangios. La suspensión

asi obtenida se thró estérilmente por una malla de nylon pg

ra retener lostrozos de medio o el micelio que pudieran ha­

berse desprendido, y se recolectaron las esporas por centñfu

gación a 3000 rpm durante l5 min. Las esporas se lavaron 3

veces por centrifugaciones y resuspensiones sucesivas, con d

gua destilada estérH. Finalmente se suspendieron en agua des

tilada estérih se contó una alicuota de la suspensión en c6­

mara cuentaglóbulos y se guardó la suspensión en fracciones

de 3-4 ml en viales de vidrio estériles a 4° C.

En éstas condicioneslas 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 tubosse incubaron igual que

las botellas y una vez producida la esporulación se guarda ­
oron en heladera a 4 C.



“.3 - Medio de cultivo.

El micelio fue crecido en medio YPG (202) que con­

tiene: extracto de levadura (Difco) 0,3%, peptona (Inorp tí­

po MC3) 1%, glucosa (Roux Ocefa) 3%. El pH se aiustó a 4,5

con ácido sulfúrico 5 IN. La glucosa se autoclavó por separa_

do.

“.4 - Cultivos.

Para obtener micelio de fase Iogaritmica tardia los

cultivos se realizaron en erlenmeyers de 2 I. conteniendo
5600 ml de medio YPG. El inóculo fue de 3-5 x10 esporas/

mI y el cultivo se deíó crecer aeróbicamente con agitación

constante durante 16-18 h a 28° C. EI micelio se cosechó

por filtración al vacio sobre papel Whatman No i y se Iavó

sobre el filtro con agua destilada fria. Se escurrió la mayor

parte del agua retenida presionando el micelío entre dos ho_

¡as de papel de filtro y se lo guardó cortado en trozos a

-70°C hasta el momento de ser utilizado.

Ill - OBTENCION DE LA QUlNASA DE PROTEINAS DEPEN ­

DIENTE DE AMP, DE MUCOR.



Todos los pasos se realizaron a 4°C. El micelio fue

molido con nitrógeno liquido y el polvo obtenido se lo sus­

pendió en tres volúmenes de buffer M. Se agitó suavemente

la mezcla durante 30 min. y se la filtró por tela de algodón.

El filtrado se centrifugó a 2.000 x g durante lO mín., se to­

mó el sobrenadante y se lo centrifugó a 100.000 x g. durante

60 min. Se conservó el sobrenadante (5100) y fué saturado

hasta 45% con sulfato de amonio sólido y se deíó agitando la

suspensión durante 20 min.; transcurrido este tiempo se cen­

trifugó durante 15 min. a 12.000 x g.

El precipitado obtenido se disolvió en buffer M y se

dializó contra 100 volúmenes del mismo buffer. El dializado

se sembró en una columna de DEAE-celulosa, equilibrada con

buffer M, manteniendo una relación de 'lO mg de proteina/ml

de resina empaquetado.

La elución se realizó con un gradiente lineal de 0-0.4

M de ClNa en buffer M cuyo volumen fue lO veces el de la

columna. Se recogieron fracciones de un volumen equivalente

al décimo del volumen dela columna con un fluio de una

fracción cada 5 min. Se ¡untaron las fracciones con activi ­

.dad quinósica que eluyeron entre 0,16 y 0,25 M de ClNa y
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la proteina se concentró por precipitación con sulfato de a­

monio sólido hasta una saturación del 80%. El precipitado

obtenido se disolvió en bufferlfl y se lo sembró en una colum

na de Sephacryl 5-300 de manera que el volumen sembrado no

superara el 296 del volumen de la columna.

Se recogieron fracciones de un centésimo del volumen

dela columna a un Huio de unafracción cada lO min.

Se ¡untaron lasfracciones con actividad de quinasa de

proteinas dependiente de AAAPC,y la proteina se concentró

por diólhis contra una solución saturada de sulfato de amonio

preparada en buffer NL El dializado se centritugó 15 min. a

12.000 x g. y el precipitado se disolvió en buffer AA,se dio­

lizó contra ¡00 volúmenes del mismobuffer)/se guardó frac­

cionado en pequeñosvolümenesa -20°C.

De esta forma se obtuvieron preparaciones enzimáti­

cas que tenian una actividad especifica entre 3.000 y 4.000

unidades/mg de proteina.

Una unidad de achidad enzimóticase define como

los pmoles de P transferidos a la histona en un minuto en las

condiciones del ensayo que se describe mós adelante.
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lV.- OBTENCION DE LA SUBUNIDAD REGULATORIA DE LA

QUINASA DE PROTEINAS DEPENDIENTE DE AMP, DE

MUCOR.

Se incubaron 1.200 unidades de holoenzima purifica­

da hasta la etapa de Sephacryl S-300 según se describió en

la sección Ill de Materiales y Métodos, en un volúmen final

de 1.2 ml de buffer M conteniendo ClNa 0.5 M y AMPc 3/LM

durante 30 min. a 4'°C. Al cabo de ese tiempo se sembró la

mezcla en ó gradientes de sacarosa 5-20% preparados en bu­

ffer M conteniendo albúmina -l mg/ml y AMPC (H3) l20 nM.

Los gradientes se centrífugaron en un rotor SW55Ti a 45.000

rpm durante 'ló horas.

Los gradientes se fraccionaron uno sobre otro y se ¡un

taron las fracciones con actividad receptora de AMPC, cuida_n

do de descartar aquellas que tuviesen actividad quinósica.

Las fracciones reunidas se dializaron contra buffer M y se

concentraron utilizando un concentrador Minicon B-iS.

La preparación de la subunidad regulatoria (que por

el método de obtención tiene unido AMPC)se guardó a -20°C.
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V- PURIFICACION DE LA SUBUNIDAD CATALITICA DE LA

QUINASA DE PROTEINAS DEPENDIENTE DE AMPC DE

MUCOR.

Salvo cuando se indique, todos los pasos de esta puri

ficación se realizaron a 4°C. La preparación de holoenzima,

proveniente de 150 g de micelio húmedo, parcialmente purifi­

cado hasta la etapa de filtración molecular se‘llevó a pH 6.3

con ácido acético l N, agregado lentamente, y la suspensión

se deió reposar durante 'lO min. AI cabo de este tiempo se cen

trifugó durante lO min. a 12.000 x g. Se tomó el sobrenadante

y se dializó contra lOO volúmenes de buffer C. El dializado se

sembró en una columna de CM-Sephadex equilibrada con el

mismo buffer, manteniendo una relación de 3 mg de proteina/

mI de resina empaquetado. Se recogió el percolado el cual se

sembró en otra columna similar, ¡untando nuevamente el per­

colado. Este se sembró en una columna de afinidad de AMPC­

agarosa de l ml equilibrada con buffer C]. Luego de la siem­

bra se lavó con este buffer hasta que la concentración protei­

ca en el eluido fuera menor de 0.030 mg/ml.

Posteriormente se Iavó la columna con buffer C] con­



teniendo ClNa 0.6 M y se colectaron fracciones de 0.3 mI.

Luego de recoger tres fracciones se cerró la columna y se Ia

incubó a 20°C durante 5 min. y se continuó eluyendo con el

mismo buffer a temperatura ambiente, hasta que la actividad

quinósica fuese despreciable. Las fracciones obtenidas se HE

varon inmediatamente a 4°C. Se descartaron las fracciones

con una alta relación de proteina/actividad ene-¡matica y se

¡untaron todas las otras fracciones con actividad quinósica.

Estas se dializaron contra buffer C durante 60 min. con cam­

bios del buffer cada 20 min. El dializado se sembró en una

columna de CM-Sephadex C-50 de 0.5 mI equilibrada con b!

ffer C] la cual se Iavó con ó volúmenes del mismo buffer.

La enzima se eluyó con una solución c'e CINa 0.35 M preparf

da en buffer C]. Las fracciones con actividad quinósica se

concentraron por diálisis contra sacarosa 2 M preparada en

buffer C . La preparación asi obtenida se guardó a 4°C.
i

VI- OBTENCION DE LAS SUBUNIDADES CATALITICAS Y RE­

GULATORIAS DE LA QUINASA DE PROTEINAS DEPEN ­

DIENTE DE AMP DE TIPO ll DE CORAZON DE COBAYO.

Se anestesiaron tres cobayos con éter etilico y se les



extraieron los corazones (6.5 grs.tota|es). Estos se lavaron

rápidamente con buffer lerio yse cortaron en trozos peque

ños con una Hiera. Se homogeneízó elteíido con 15 ml de

buffer M, en un homogenizador Omnimixer-Sorvall ala móx_i

ma velocidad.El homogenadosethró atravésde 4 capasde

gasa y el thrado se centrifugó durante 10 min. a 2.000 x g.

El sobrenadante obtenido se sometió a los mismos pasos de

purHicación quelos empleados enla obtención dela holoen

zima de AAucor, descriptos en detalle en la sección lH de

Materiales y Métodos. Estos fueron los siguientes: i) Obten­

ción del 5100 2) Precipitación con sulfato de amonio ha}

ta un 4596 de saturación. 3) Cromatogratia en una columna

de DEAE-celulosa. En este paso se ¡untaron las fracciones

con actividad quinásica que corresponden a lasfracciones e

luidas enhe 0.15 y 0.20!“ CINa, que esla zona delgradiin

te donde eluyen las quinasas deltipo ll. 4) Se realizó una

thración molecular por Sephacryl 5-300. Se obtuvo una pre

paración cuya actividad especifica fue de 14.000 unidades/

mg de proteinas.

Conelobiehade dhociarla holoenzimaensussubu
. . J ‘ . . .nidades se Incubó una alicuota de la preparacuón enzumótica
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conteniendo lOOlug de proteina con AMPC25luM durante
un min. a 30°C.

Para separar ambas subunidades se realizó una croma­

tografía en una columncl mixta de Sephadex G-25 de 4 mI so­

‘bre la cual se formó una capa de CM-Sephadex C 50de 0.8 ml

(203). La columna se equilibró con buffer C].

Luego de sembrada la muestra se lavó la columna con

el mismo buffer de modo de'eluir la subunídad regulatoria que

no se retiene en este tipo de columna. Se recogieron fraccio_

nes de 0.15 ml. Se ¡untó el volumen muerto conteniendo la

subunídad regulatorio y se terminó de lavar la columna mixta

con 5 ml de buffer. Luego se eluyó Ia subunídad catalitica

con una solución de ClNa 0.4 M , preparada en buffer C] .

Se recogieron fracciones de 0.15 ml y se guardaron aquellas

con actividad quinósica. Ambas preparaciones, la de subuni_

dad regulatorio y la de subunídad catalitica, se concentraron

en un concentrador Minicon B-lS y se utilizaron inmediata­

mente de preparadas.

VII- MEDICION DE LA ACTIVIDAD QUINASICA DE PROTEINAS.

Para la medición dela actividad quinósica de protei­

nas en presencia o ausencia de AMPc l M se utilizó una mez­
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cla de incubación compuesta por buffer Tris-ClH 50 mM7.3,

Cl2Mg lO mM, 2-mercaptoetanol 2 mM, ATP-X-(Psz) 0,]

mM (200-800 cpm/ pmol) y como sustrato fosforilable 1.5

mg/ml de histona (tipo ll S Sigma) o 0.25 mg/ml del hepta­

péptido aceptor del grupo fosfato (kemptido)* _enun volumen

final de 0.1 ml. Las incubacíones se llevaron a cabo durante

10 min a 30°C. Para separar el sustrato fosforilado del ATP­

b/ - (P32) sin reaccionar se procedió de dos maneras difere_n
tes:

cl Luego de la incubación se siguió el método descripto por

ISHIKAWA(204), la reacción se detuvo sembrando la mezcla

de incubación 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 Última vez con etanol destilado. Se secaron los papeles

con corriente de aire caliente y se contó la radiactividad

de los mismos según se describe enla sección Vll de Mate­

riales y Métodos.

* El kemptido cuya secuencia es Leu-Arg-Arg-Ser-Leu-Gly,
constituye el núcleo fosforilable de la piruvato quinasa
hepática y es uno de los meiores sustratos de las quinasas
de proteinas dependientes de AMPC.
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b) Sólo cuando se utilizó histona como sustrato, se siguió a_l_

ternativamente el siguiente método (118): Se detuvo la rea<_:_

ción enzimática por agregado de 20/¿l de albúmina de 50 mg/

ml seguidos de l ml de TCA 10%. La suspensión se centrifugó

5 min a 5.000 rpm en una centrifuga clinica y se decantó el

sobrenadante. El precipitado se resuspendió en 0.2 ml de

l M y la proteina se reprecipitó con I ml dePO4HNaNH4

TCA 10%. El procedimiento de centrifugación, resuspensión

y reprecipitación se repitió dos veces mós. La resuspensión

final se realizó en 0.1 ml de HOK l N. Se sembró el total de

cada muestra en un cuadrado de papel Whatman 3 de 2 x 2

cm que se secó en estufa.

Los papeles secos se contaron en solución centello­

dora de tolueno en un contador de centelleo liquido (ver con

taíe de radiactividad).

Vlll- MEDICION DE LA ACTIVIDAD RECEPTORA DE AMPC.

La actividad receptora de AMPCse midió por dos mé

todos diferentes: l) Filtración por membranas de nitrocelulo

sa y 2) Equilibrio de diólisis.
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"l- Filtración por membranas de Nitrocelulosa.

Las mezclas de incubación se efectuaron de dos mo­

dos diferentes:

a) En un volumen de 50 fol conteniendo AMPc (H3) 120 nM

buffer Tris-CIH lO mM pH 7.3, y la alicuota de la mues-I

tra a ensayar (ensayo no activado).

b) En las mismas condiciones que el anterior pero contenien­

do ademós la mezcla de incubación 1.5 mg/ml de histona

y CINa 0.5 M con el fin de Producir la disociación de la

holoenzima. (ensayo activado).

Las incubaciones se llevaron a cabo durante 5 min

a 30°C o 30 min a 4°C. Las mezclas de reacción se filtraron

al vacio por membranas de nitrocelulosa (Schleicher y Schull

BA-'|5). Las membranas se lavaron con 20 ml de buffer Tris­

ClH 20 mM pH 7.3, los filtros se secaron en estufa y se con­

tó la radiactividad de los mismosen solución centelladora

de tolueno. (Sección XII de Materiales y Métodos).

2- Equilibrio de diólisis.

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

y no tenian AMPC (H3). Estas mezclas se díalizaron contra

5 ml de buffer Tris-CIH 10 mM,pH 7.2 y AMPC(H3)12O nM.

En el caso del ensayo activado (b) Ia solución de diálisis

contenïa además 1.5 mg/ml de hístona y CINa 0.5 M.

Las diálisis se llevaron a cabo durante 18 hs a 4°C.

Transcurrido este tiempo, se tomaron alicuotas de 25 ¡ml de

las mezclas díalizadas y CIelas soluciones de diálisis y se

sembraron sobre filtros de nitrocelulosa, los cuales se seca­

ron en estufa y se contó la radiactividad de los mismos como

se describió en el caso anterior.

La diferencia entre la radiactividad medida enla a­

lícuota de la mezcla de incubación y la medida enla alicuí

ta dela solución de diálisis representa el AMPcunido ala
proteina.

IX- MARCACION POR FOTOAFINIDAD DE LA SUBUNIDAD

REGULATORIA DE LA HOLOENZIMA DE MUCOR.

Seutilizó el método de HALEYcon ligeras modifica­

ciones (205). La pureza radioquimica del reactivo 8-Az­

AMPc (P32) se comprobó por cromatografía en capa delgada
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en placas de celulosa, utilizando butanol: ácido 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 fotomarcación se

realizaron con 300 unidades de, holoenzima parcialmente pur_i

ficada hasta el paso de la Sephacryl 5-300, en un volumen

de reacción de 250 ¡MJ en buffer M, con 8Az-AMPC(P32) l/¿M

en presencia o ausencia de AMPC 30,41.M°Las mezclas se pre­

incubaron en obscuridad durante 30 min a 4°C. Seguidamen­

te se fotolizaron con una fuente de radiación UV(Mineralight

UVS-ll) a 3 cm de distancia durante una hora a 4°C. Trans­

currido este tiempo la mezcla de reacción se sembró en una

columna de Sephadex (3-25 equilibrada con buffer M y se re_

cogió el volumen muerto, que fue concentrado hasta un vo­

lumen de 60 ¡al utilizando un concentrador Amicon 8-15. Es_

ta muestra se utilizó para realizar una corrida electroforéti­

ca en gel de poliacrilamida con SDS según se describe enla

sección X de Materiales y Métodos.

Para determinar el porcentaíe de unión covalente for­

mado durante la fotólisis se procedió como se describió ante­

riormente excepto que las preincubaciones se realizaron en
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un volumen de 50/Ll utilizando óó unidades de holoenzima .

Luego de la fotólisis se procedió del siguiente modo: se agre

garon a las muestras lO /u.Ï de albúmina de 50 mg/ml seguidos

de i ml de TCA 10%. Se centrifugaron las mezclas a 5.000

rpm durante 5 min. y se descartó el sobrenadante. El precipi­

tado se disolvió en 0.2 ml de PO4HNaNH4 l M se volvió a

precipitar con TCA 10% y se recentrifugó. Este proceso se re

pitió dos veces mas y finalmente el precipitado se redisolvió

en 0.1 ml de HOK l N y se sembró en papeles Whatman 3 de

2 x 2 cm. Los papeles se secaron en estufa y, se sumergieron

en solución centelladora de tolueno y se contó la radiacti­

vidad según se describe enla sección XII de Materiales y

Métodos.

X - ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

l - Preparación 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 llevaron 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). La composición del buffer de ge_

lificación 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 y pg

ra los geles planos el mismo buffer con el agregado de SDS

0.1%. Se utilizó 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 elevó a 5 mA por tubo o por síem

bra y se continuó la corrida hasta que el colorante hubiera

recorrido lO cm desde el lugar dela siembra.

La tinción de las proteinas se realizó con Azul de

Coomasie (0.24 gr/iOO mlde una mezcla de Metanol: Acido

Acético: HZO (5:1:5 v/v) durante 2 hs a 60°C. Después de

la tinción los geles se lavaron con una mezcla de Metanol:

Acido AcéticozH2O (25:50:825 v/v) para eliminar el colo­
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'rante no fiíado especificamente a las proteinas.

2- Medición de actividades quinósicas y receptoras de AMPc

en geles.

La medición dela actividad fosforilante y receptora

de AMPc se llevó a cabo en corridas electroforéticas en ge­

les en tubo. Se cortó el gel en rodaias de 2 mm de espesor,

cada una de las cuales se sumergió en 200 ¡U de la siguien­

te mezcla de extracción: buffer Trís-CIH 20 mM pH 7.2,

EDTA 2 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, albúmina l mg/ml y

glicerol 20%. Los tubos se deiaron agitando suavemente du­

rante toda la noche a 4°C. Se determinaron las actividades

quinósicas y receptora de AMPCen alicuotas de 90 ¡”uldela
al ol a osolucron de extraccron, de Ia srgurente manera:

actividad quinósica: se agregaron "lO/¡AJde una solución
P32que contenia ATP-U-( ) 500 ¡“M I histona 15 mg/ml y la

mezcla se incubó durante l5 min a 30°C. Luego se proce­

dió como se indicó para la medición de la actividad quina­

sica enla sección Vll de Materiales y Métodos.

'activídad receptora de AMPC: se agregaron iO/LI de una so­
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lución de AMPc (H3) 2 ¡MMy se procedió como se indicó pa­

ra el ensayo de la actividad receptora de AMPCenla sección

Vlll de Materiales y Métodos.

3 - Medición de la radiactividad en los geles:

Las rodaias se sum'ergieron en 200 ¡ul de H202 30%

p/v y se calentaron en un baño a 'IOOOCdurante 20 min. pa­

ra disolver el gel. Transcurrido este tiempo se trasvasó la s2

lución a viales de plóst-ico conteniendo solución centella­

dora de tritón-tolueno y se contó la radiactividad de las mii

mas (ver sección Xll de Materiales y Métodos).

4 - Determinación de pesos moleculares en geles de poliacri­

Iamida.

Se siguieron las instrucciones del manual de Canalco

(206) para lo cual se incubaron las muestras problemas un

min a |00°C en buffer Tris—ClH 50 mM pH 8 conteniendo

SDS 1% y 2-mercaptoetanol 2% cuando se indica. Como mai

cador de pesos moleculares se utilizaron: fl'Galactosïdasq,
Fosforilasa , albúmina y ovoalbümina.
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5 - Autorradiografïa de los geles.

Los geles radiacti' os planos se secaron sobre papel

Whatman no 3 en un secador de geles marca Pharmacía (GSD-4)

con ayuda de calor y se pusieron a impresionar peliculas

.Kodak (X-Omat S FILM) con ayuda de una pantalla amplificcl

dora Kodak, a -70°C por un periodo de 4 a 'IO dias. Luego se

rocedió al revelado dela elicula.p

XI - DETERMINACION Y CALCULO DE LOS PARAMETROS MO­

LECULARES E HIDRODINAMICOS DE LA HOLOENZIMA Y

DE SUS SUBUNlDADES.

l - Ultracentrífugación en gradientes de sacarosa.

Se utilizaron gradientes lineales de 5-20% (4.5 ml)

de sacarosa preparados en buffer M, conteniendo según el ei

perimento a realizar AMPc 100-200 nM, ClNa 0.5 M y albií

mina 0.7 mg/ml.

Los gradientes se armaron con 4 capas de sacarosa de

20, ¡5, 10 y 5% una sobre otra, cada una de 1.14 ml y se de

¡aron reposar 2 horas a temperatura ambiente para que se foi
' . . a o n omase el gradiente lineal. L'Uegose los llevo a 4 C Inmediata
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'mente antes de sembrar la muestra ¡unto con los marcadores.­

Una vez sembrados se corrieron los gradientes durante ló 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 sifón

desde el fondo del tubo. Las proteinas marcadoras utilizadas

fueron: glucosa oxidasa, fosfatasa alcalina, peroxídasa y ci­

tocromo C.

2 - Filtración molecular por resinas de Sephacryl 5-300.

La filtración se realizó en una columna de Sephacryl

5-300 de l cm de diómetro por 64 cm de altura, equilibrada

con buffer M, cuando se quizo determinar el radio de Stokes

dela holoenzima. Para la determinación del radio de Stokes

de sus subunïdades, la columna fue equilibrada con buffer M,

AMPc 120 nM, ClNa 0.5 M y albúmina 0.7 mg/ml. Cada una

de ellas fue eluu'da con el buffer de equilibrio a un fluío de

5 ml por hora, recogiéndose fracciones de 0.5 ml. El volu ­

men de exclusión se midió pasando por la columna Azul de

dextrano mg/ml disuelto en buffer M conteniendo ClNa 0.5 M,

para evitar fenómenos de adsorción. Las proteinas marcadoras

utilizadas para la filtración en gel fueronzra-galactosidasa,
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catalasa, peroxidasa y citocromo C.

Xl.3 - Radio de Stokes.

Para estimar el radio de Stokes de Ia quinasa de pro­

teinas y de sus subunidades se utilizaron los datos de elución

de la columna de Sephacryl 5-300. EI valor del radio de

Stokes se obtuvo gráficamente, según el método de Laurent y

Killander (207), representando (-|og ch)1/2 vers“ e| radio

de Stoke: de las proteinas marcadoras. El K se define comoav

la relación:

V - V
e _ .¡K =——— donde V - volumen de eIucuon de Ia

av v - v e rote'nal .t o p

V = volumen de exclusión de Ia
o columna.

Vt= volúmen total de la resina.

XI. 4 - Coeficiente de sedimentación.

Elcoeficiente de sedimentación (S ) de la holoen20,w
zima y de sus subunídades se obtuvo a partir de los datos de

sedimentación en gradientes de sacarosa. De -|a relación Ii­



neal obtenido al graficar la distancia recorrida por las pro­

teinas marcadoras desde la superficie del gradiente en fun ­

ción de sus respectivos S, se obtuvo por interpelación enla

recta los coeficientes de sedimentación de las proteinas in­

cógnitas.

XI.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 fórmula:

ó'ïT N9
20,w .

1- v P20,w

PM 0.520,W

donde N es el número de Avogadro; l? 20'w es la viscosidad

del agua a 20°C (1,] x 10-2g/cm.seg), a es el radio de

Stokes, 520 w es el coeficiente de sedimentación, 7 es el

volumen especifico parcial (se consideró 7 = 0,74 cms/g) y

fzo w es la densidad del agua a 20°C (0,988 g/cm3).I
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'X|.ó - Cociente friccional.

Para calcular el cociente friccional f/fo se utiliza­

ron los parámetros calculados antes (a y PM) aplicando la

fórmula de Siegel y Monty (208):

[41.” V3f/f =a -_—El° 13va

X|.7 - Parámetros de las proteinas marcadoras.

Los valores de los parámetros de las proteinas marca

doras utilizadas en los gradientes de sacarosa y en la filtra

ción en gel se resumen en la Tabla lll.

XII - OTRAS TECNICAS.

xum- Sintesis del ATP( "5432).

Para la sintesis de este nucleótido radiactivo se siguió

en lineas generales la técnica de Glynn y Chappell (213)con

las modificaciones introducidas por Chang et al (214).

Xl|.2- Dosaie de proteina.

La proteina fue valorada por el método de Bradford



-94­

TABLAlH

Parómetroshídrodinómicos y moleculares delas proteinasrnarcado­

ras utilizadas.

Proteina Coeficiente de Radio de Peso molecular
Sedímentacíón Stokes

S a

20, w (nm) (*)
(S) (K)

fl-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 fórmu­

la a=k T/ó'flíi? zolw. DzOIMItomadade Haga y colaboradores(209)
utilizando los valores de los coeficientes de difusión corregidos

(Dzo'w) tabulados (212,210), donde k esla constante de Boltzman,

Q 20 w esla vhcosídad delagua a 20°C y T es293 K.
(*) K = kilo Dalton.
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(215), utilizando albúmina de suero bovino como patrón.

Xll.3- Determinación de las proteinas marcadores en gradien­

tes de sacarosa y geles

Catalasa: se midió la actividad enzimática valorando el sus­

trato no consumido (H202) con solución de lK de

acuerdo al método de Terenzi et al. (216).

Citocromo C: se valoró por espectrofotometria en el visible,

midiendo la absorbancia a 410 nm.

Peroxidasa: se siguió la técnica descripto en el Manual de

Worthington (217), midiendo el color desarrolla­

do cuando la o-dianisidina se oxido al descompo_

nerse el H202 en presencia de la enzima.

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

liberado al tratar p-nitrofenilfosfato con

la enzima según la técnica descripto en el

Manual de Worthington (217).

Glucosa Oxidasa: se midió según el método de Hugget y Nixon

(218) con el sistema acoplado peroxidasa­

o-dianisidina.
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fi-Golactosidosa: se valoró siguiendo el método descripto
(

en el Manual de Worthington (217) utili­

zando o-nitrofenil, (3 -D galactopiranósi
do como sustrato.

‘X'l|.4 - Medición de la radiactividad.

Para el contaíe de las muestras radiactivos se utilizó

un contador de centelleo liquido marca Packard Trícarb Mod.

3003. Las muestras resultantes del ensayo de quinasa, indis­

tintamente del método empleado y las del ensayo de la acti­

vidad receptora de AMPC, se contaron en viales de plástico

chicos con 3 ml de solución centelladora de tolueno apoya ­

dos sobre los viales standard del aparato.

La composición de la solución centelladora fué: 0.1

g de dimetil POPOP (1,4-bis 2 (4-metil-5-fenil oxazolil beg

ceno), 4 g de PPO (2,5 -difeniloxazol) por litro de tolueno.

Para medir radiactivídad en soluciones acuosas se u­

tilizó una solución centelladora de Tritónztolueno (1:4 v/v).

La radiactividad del P¡32 se midió con una ganancia

del 25% y con una ventana de 50-°0-La del H3 se midió con

_60%de ganancia y con una ventana de 50-1000.



XIII - REACTIVOS.

El AMPC(H3) (actividad especifica 38 Ci/mmol) fue

provisto por Radio Chemical Centre (Amersham) y el B-Az­

AMPC(p32) (79 Ci/mmol) por ICN.

El Pi32 en solución clorhidrica utilizado para la sin­

tesis del ATP-3' - (P32) se obtuvo dela Comisión Nacional

de Energia Atómica.

Los siguientes reactivos fueron provistos por SIGMA:

cítocromo C, ovoalbümina, las enzimas marcadoras, ATP,

AMPC, Baz-AMP Tris, albúmina séric’a cristalina, SDS,c,

TCA, Kemptido, histona tipo ll S, DEAE-celulosa microgra­

nular, AMPC-agarosa (con el AMPc ligado a la resina por el

C8 através de un brazo espaciador de ó átomos de C). Qui­

nasa de proteina de tipo Il de corazón de bovino.

La acrilamida fue provista por BDHo Merck, la bisg

crilamida por FLUKA y el Temed por EastmanKodak.

De Pharmacia (UPSALA) se obtuvieron las siguientes

resinas: Sephadex (3-25 de poro medio, CM-Sephadex C-50

y la Sephacryl 5-300. Los concentradores Amicon B-iS 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 nítrocelulosa de Schleícher 8. SchUlI BA

85 de 0.45 ¡un de poro.

EI resto de los reactivos utilizados fue de grado ano­

Iffíco.



RESULTADOS Y DISCUSION



-lOO­

|- PURIFICACION PARCIAL DE LA QUINASA DE PROTEINAS

DEPENDIENTE DE AMPP._

Para la purificación parcial dela quinasa de protei­

nas dependiente de AMPCse aplicó el procedimiento que fi­

gura" detallado en la sección lll de Materiales y Métodos.

Dicho método fue básicamente descripto enla Tesis

Doctoral de S. Moreno (201) para la purificación parcial de

la holoenzima proveniente de células levaduriformes y fue

aplicado con ligeras variaciones. La modificación principal

corresponde al paso de la filtración molecular, en el cual

se reemplazó la columna de Sephadex G-200 por una de

Sephacryl S-300. En esta resina la inclusión de la quinasa

es más acentuada que en la Sephadex 6-200 y la purifica ­

ción obtenida fué mayor.

En la tabla IV a modo de eiemplo se presenta un cua

dro de las diferentes etapas de. purificación de la holoenzima

obtenida a partir de 50 grs. de micelio.

Para los experimentos presentados en este trabaio se

utilizó la holoenzima purificada hasta la etapa 4.
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TABLA lV

Purificación de la quinasa de proteinas dependiente de AMPC

Fracción Proteina Actividad especifica Purificación Rendim.
Total (unidades/mg prot.) ( veces ) %
(m9)

l-S .Ioo 1625 67 l 100

2- Sulfato de Amonio ¡87 396 5.9 68

3- DEAE-celulosa 37.5 778 ll.ó 26.7

4- Sephacryl 5-300 5.9 3300 50 l8

Il-DETERMINACION DE LOS PARAMETROS MOLECULARES E

HIDRODINAMICOS DE LA HOLOENZIMA Y DE SUS SUB­

UNIDADES.

Para el cálculo de los parámetros moleculares e hi ­

drodinómícos de la quinasa dependiente de AMPCde M.rouxii

y de sus subunidades regulatorio y catalïtica, se utilizaron

los datos de los coeficienteé de sedimentación y radios de

Stokes obtenidos por centrifugación en gradientes de sacaro_

sa y filtración molecular en Sephacryl 5-300 respectivamen­

te.
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ll. l- Determinación de los coeficientes de sedimentación.

Las centrifugaciones en gradientes de sacarosa se lle­

varon o cabo siguiendo el procedimiento general descripto en

la sección XI de Materiales y Métodos.

Para Io obtención de los coeficientes de sedimentación

de lo subunidad regulatorio y de lo subunidad cotolftica se in

cubó una olicuoto apropiado de lo preparación de holoenzima

en condiciones disociantes, y el gradiente fue ormodo inclu ­

yendo en codo capo ClNo 0.5 M y AMPC 120 nM para evitar lo

reasociación de las subunidades durante la corrida.

Lo figura 5 muestro los actividades quinósicas y recef

tora de AMPC de lo holoenzimo (5 A) y de sus subunidades

(5 B) y lo posición de las proteinas morcodoros, indicado por

flechas.

Por interpolación en lo linea recto que relociono las

distancias recorridos por las proteinas morcadoros desde Io su

perficie del gradiente y sus respectivos coeficientes de sedi­

mentación (gráfico 5 C) se obtuvo un valor paro el coeficierl

te de sedimentación de lo holoenzímo de 8.5 S y de 6.2 y

3.2 S para los subunidades regulatorio y catalftico respectivg

mente.



'Figura 5.- Centrifugación en gradientes de sacarosa 5-20% de
la holoenzima (A) y de sus subunidades regulatorio y cataliti­
ca Se incubaron para el experimento de la figura 5 A
120 unidades dela preparación de holoenzima y 50 unidades
para el experimento de la figura 5 B durante i min a 30°C en
un volúmen final de 0.2 ml con los siguientes agregados: (A)
ninguno, (B) 27M de AMPC(H3), CINa 0.5 M y 0.5 mg/ml de
albúmina. El gradiente en (B) contenia CINa 0.5 M, AMPC(H3)
130 nM y albúmina 0.5 mg/ml.

En alicuotas adecuadas de cada fracción se midió la
actividad quinósica utilizando histona como sustrato —o— .
Para medir la actividad receptora de AMPc (-o-) se tomaron
alicuotas de cada fracción y se procedió dela siguiente ma­
nera: en (A) se incubaron con AMPC(H3) según se detalla en
la sección VlI|.l-a de Materiales y Métodos y en (B) se filtra
ron directamente por membranas de nitrocelulosa y se contó la
radiactividad de las mismas. La figura 5 C muestra la relación
entre los coeficientes de sedimentación (Szolw) y las distan­
cias recorridas desde el sitio de siembra por las proteinas mar­
cadoras (o), por Ia holoenzima (A) y por sus subunidades re­
gulatoria ('D') y catal'itica ( o ). Como proteinas marcadoras
se utilizaron: Glucosa oxidasa (GO), Fosfatasa alcalina (F),
Peroxidasa (P) y Citocromo C (Cir).
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lI-2 Determinación de los radios de Stokes.

Para determinar los radios de Stokes de la holoenzi­

ma y de sus subunidades se utilizó Ia filtración molecular en

Sephacryl 5-300 como se indicó en la sección XI de Materia­

les y Métodos. Para obtener las subunidades se incubó la ho­

loenzima en condiciones disociantes y Ia columna estaba e ­

quilibrada con buffer M conteniendo ClNa 0.5 M y AMPC 120

nM. La figura 6 muestra el perfil de actividades obtenidas

en ambos casos.

En el insertado de la misma figura se puede ver la re_

lación entre el (-i 0.9(Kav)).l/2 y el radio de Stokes de las

proteinas marcadoras y las posiciones correspondientes a la

holoenzima y sus subunidades regulatorias y catalitica. Por

interpelación se obtuvieron los siguientes radios de Stokes:

holoenzima 6.5 nm, subunidad regulatorio 5.9 nrn, y subuni­

dad catalitica 2.8 nm.

Il-3 Determinación del peso molecular.

Una vez conocidos los coeficientes de sedimentación

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



Figura 6.- Filtración en columnas de Sephacryl 5-300 (i x 64'
cm) de la holoenzima (ó A) y de sus subunidades regulatorio
y catalitica (ó B). Se incubaron 60 unidades de una prepara­
ción de holoenzima en un volumen final de i ml durante i min
a 30°C con los siguientes agregados: (A) ninguno, (B) AMPC
(H3) 2 M, ClNa 0.5 M y albúmina 0.5 mg/ml. La columna en
(B) fue equilibrada con AMPC(H3)120 nM, CINa 0.5 M y' albü
mina 0.5 mg/m|-. La filtración se desarrolló como se indicó en
la sección Xl de Materiales y Métodos. En alicuotas de las
fracciones eluidas se midió la actividad quinósica, con histo­
na como sustrato(—o—) La actividad receptora de AMPC(-o-)se
midió con el método descripto enla sección VIII-(i-a) de Ma­
teriales y Métodos en el experimento de la figura ó A, y en
el de la ó B por filtración directa de una alicuota por mem ­
branas de nitrocelulosa. La flecha indica el volumen muerto
de la columna. En el rófico insertado se muestra la relación
entre el (-log Kc”)l 2 y el radio de Stokes de las proteinas
marcadoras (O) que fueron cromatografiodas en un experimen
to independiente. ( A)Subunidad catalitica, (o) subunidad re-_
gulatoria y (') holoenzima.

Comoproteinas marcadoras se utilizaron: fi-Galactosi­
dasa (/3-Gal), Catalasa (Cat), Peroxidasa (P) y CitocromoC
(Cit).
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poniendo que el volumen especifico parcial es semeiante al

de las proteinas globulares solubles (0.74 ml/g ), se estima­
. y a,ron los pesos moleculares Ul’lllZdndOla ecuacnon planteada

enla sección XI de Materiales y Métodos. Los pesos molecu­

lares calculados fueron: holoenzima 255 K, subunidad regula

toria 169 K y subunidad catalitica 4l K.

ll. 4- Determinación del cociente triccional.

Con los valores de los pesos moleculares y de los ra­

dios de Stokes se calcularon los valores de los cocientes frif

cionales f/fo aplicando la fórmula planteada en la sección

Xl de Materiales y Métodos.

Los valores obtenidos fueron: holoenzima 1.54, subu­

nidad regulatorio ¡.61 y subunidad catalitica: 1.2.

En la tabla V se resumen los valores de los paróme ­

tros moleculares e hidrodinémicos dela holoenzima y sus sulz
unidades.

Los valores hallados de los parámetros moleculares e

hidrodinómicos indican que la holoenzima de M. rouxlí es u­

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

Parámetros moleculares e hidrodinómicos de la holoenzima y

de sus subunidades.

S22,W nom PÉA f/fo

holoenzíma 8.5 6.5 255 1.54

subunidad regulatorio 6.2 5.9 169 1.6]

subunidad catalifica 3.2 2.8 41 1.2

enla bibliografia para la mayoria de las quinasas de protei­

nas dependientes de AMPCde eucariontes superiores oscilan

alrededor de: lóO K para el peso molecular y entre 6.5 y

7.3 S para el coeficiente de sedimentación (105-106). En o_r_

ganismos eucariontes inferiores tampoco se encuentran valo­

restan altos, a excepción del valor informado por SY(1'|5)

de 130 K para Ia holoenzima de levadura de panaderia.

Estos valores altos para la holoenzima de Mucor son

debidos a la subunidad regulatorio, dado que los valores de

la subunidad cafalitica son similares alos de las subunidades

vcatalificas de enzimas de eucarionfes superiores (7). La sub­
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unidad regulatorio de Ia holoenzima de M. rouxii tiene un

peso molecular y un coeficiente de sedimentación sorpren­

dentemente altos, si se tiene en cuenta que en organismos sti

períores las subunidades regulatorias tienen un peso molecu­

lar que oscila entre 98 y “2 K según el tipo de isoenzima

de lo cual se trate.

La osimetria de la holoenzimo también es consecuen­

cia de lo asimetria de la subunidad regulatorio, dado que c2

mo se puede ver en la tabla V lo subunidad catalitica tiene

un f/fo cercano o. lo unidad.

De los pesos moleculares obtenidos para la holoenzi­

ma y para las subunidades regulatorio y cotolitico y por ong

logia con las quinosas de eucariontes superiores, se puede

proponer para la holoenzima de Mucor una estructura polimÉ

rico del tipo RxC2 formada por dos subunidades cotali'ticas

y una subunidad regulatorio. R expreso lo posibilidad de queX

la subunidad regulatorio misma sea un oligómero.

Ill - MARCACION POR FOTOAFINIDAD DE LA SUBUNIDAD

REGULATORIA DE LA QUINASA DE PROTEINAS DEPEN­

DlENTE DE AMPr DE M. ROUXlI.
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Como se vió enla sección anterior, los métodos has­

ta aqui utilizados permitieron conocer el coeficiente de se­

dimentación, el radio de Stokes y por Io tanto calcular el

peso molecular dela subünidad regulatoria, pero nada pode­

mos saber sobre su estructura polímérica. Para poder dilucidar

si ésta proteina es un monómero o un oligómero, se utilizó la

marcación por fotoatínídad. La subunidad regulatoria es sucep
tible de ser marcada radiactivamente a través de la formación

de una unión covalente por fotoatinidad con un análogo del

AMPC, el 8‘Az-AMPC(P32). Por exposición a radiación ultra­

violeta se produce la fotolisis del grupo azido, generóndose

un radical nítreno, altamente reactivo, que se une covalen­

temente en el sitio receptor del nucleótido dela subunidad

regulatoria. Con el análogo radiactivo covalentemente unido,

se puede estudiar la estructura polimérica dela subunidad

regulatoria, analizando el perfil de radiactividad luego de

una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones d_i
sociantes.

lll.l- Control de Ia calidad del análogo radiactivo.

Para controlar la calidad del 8-Az-AMPc (P32) se u­
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tilizó cromatografia en capa delgada tal como se describió

enla sección IX de Materiales y Métodos. Se realizaron tres

tipos de controles. En el primero se cromatografió directamen

te el reactivo comparando su movilidad con un standad de 8­

azido-AMPc no radiactivo. Mediante el revelado por UV y

el perfil de radiactividad obtenida al cortar la placa en sec­

ción de 0.3 cm y contar Ia radiactividad de las fracciones,

se encontró que ambos compuestos tenian un Rf= 0.58.

En el segundo control, se corrió el reactivo previa ­

mente fotolizado, utilizando también como marcador el reac­

tivo no radiactivo y fotolizado en las mismas condiciones. Se

vió que el pico de Rf=0.58 desaparecio en ambos casos, trans

formándose en un pico principal de Rf= 0.42.

EI tercer control consistió en sembrar el análogo ra­

diactivo enla placa de celulosa y luego fotolizar Ia misma.

Se encontró que un 18% del reactivo queda en el origen de

la corrida, indicando que se descomponia y podria formar u­

niones covalentes.

HI.2- Determinación dela A0 5 del 8-Az-AMPc (P32) para

la subunídad regulatoria de la quinasa de M. rouxii.



Para realizar la marcación de la subunidad regulato­

ria con el 8 Az-AMPC (P32) en condiciones de saturación de

los sitios receptores para el nucleótido fue preciso obtener

Ia A0'5 para el análogo, es decir la concentración del nu ­

cl'eótido que satura la mitad de los sitios de una cierta can­

tidad de proteina receptora. Las incubaciones se realizaron

con una cantidad fiia de proteina (10 unidades de holoenzi­

ma) y concentraciones crecientes de B-Az-AMPc (P32), duran

te una hora a 4°C, como se indicó para la medición de la a_<_:

tividad receptora de AMPc enla sección VIII de Materiales

y Métodos (método activado). En la figura 7 se puede obser­

var Ia actividad receptora de 8-Az-AMPc (P32) en función

dela concentración de este nucleótido. Se puede ver que la

concentración del análogo que satura la mitad de los sitios

presentes es de 250 nM. Por trabaios previos en el laborato­

rio se sabia que la A0.5 para el AMPC era de 30 nM (H9).

De estos resultados se deduce .que la afinidad dela subunidad

regulatorio es de 8 veces menor para el análogo que para el

AMPC.

Ill.3- Verificación del porcentoíe de unión covalente forma­

do en la fotólisis.
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Figura 7: Saturación de la actividad receptora de 8-Az-AMPC(P32)_
de Ia subunidad regulatoria “de la holoenzima de M.rouxií.
Se ¡ncubaron 10 unidades de holoenzima en un vm
final de 50/4¿|, conteniendo histona 1.5 mg/ml y CINa
0.5 M, y las concentraciones de 8-Az-AMPC(P32) indica­
das en cada punto en el gráfico. 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 contó la
radiactivídad de las mismas.



Con el obieto de conocer los pmoles de 8-'Az-AMPc
32(P )Unidos covalentemente ala proteina que debian sem ­

brarse para realizar una electroforesis en gel de poliacrila­

mida con SDS, se estudió la proporción de unión covalente y

especifica de-l'8-Az-AMPC (P32) a la subunídad regulatorio.

Se tomó corno criterio de formación de uniones cova­

lentes, las moléculas de 8-Az-AMPC (P32) que permanecieron

unidas a la proteina después de precipitar la proteina con

TCA 10%. Como control se utilizó la quinasa de proteinas

de AMI"c de tipo Il de corazón bovino, para la cual ya fue

estudiada la eficiencia y especificidad de la fotomarcación

(219).

Los resultados obtenidos se muestran enla Tabla VI.

Se deduce de ello que .la eficiencia de fotomarcación

especifica para la enzima de Mucor es muy baía, sólo del

l0%, comparada con la holoenzima de corazón de bovino.

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

dad regulatorio dela quinasa de Mucor con el 8-Az­

P32AMP (—-C ) unido covalentemente.

Para conocer la estructura oligomérica de la subuní­
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TABLA VI

Unión del 8-Az-AMP ala quínasa de proteinas dependiente

de AMP, de Mucor y de corazón bovino.

-8-Az-AMPC(P32) AMPC hv (254nm) TCA fentomoles de32 .
8-Az-AMPC (P )umdos

a + 1 1 o

b + + 0

c + + + l 2

d + + + + O, ó

e + 2 e o

r + + o

g + + + 2 2 o

h + + + + 1 1 5

Se preincubaron y fotolizaron con 8-Az-AMPc (P32) óó unida­

des de holoenzíma de Mucor y 13 unidades de holoenzima de

tipo ll de corazón bovino con las indicaciones especificadas

en la tabla y de acuerdo a lo descripto enla sección IX de

Materiales y Métodos.



dad regulatorio y determinar el peso molecular de los proba­

bles monómeros, se sometió a la subunidad regulatoria de Ia

holoenzima de Mucor a la fotomarcación con 8-Az-AMPC(P32)

(Materiales y Métodos, sección IX) y posteriormente se rea­

lizó una electroforesis en gel plano de poliacrilamida con

SDS.

Para esto se realizaron tres incubaciones que fueron

procesados según se describió en lo sección X de Materiales

y Métodos. En una de ellas se obvió la presencia de 2-merca_p

toetanol, con el obieto de estudiar la existencia de uniones

covalentes disulfuro entre los posibles monómeros de la sub­

unidad regulatoria. Finalizada la corrida se procedió 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 cortó en tiras de tres mmde ancho

y se contó la radiactividad de las mismas. El resto del gel

se autorradiografió.

La figura 8 A muestra la densitometria de la autorrg

diografïa. Se' obtuvieron en ambos casos dos bandas con un

Rf= 0.58 y 0.67 correspondientes a pesos moleculares de 74

y 62 K respectivamente según surge de la interpelación en



Figura 8.- Electrofaresís en gel plano de políacrilamida (7 %)
de Ia subunidad regulatorio de Ia quinasa de proteinas depen­
diente de AMP , marcada por fotoafinidad.

Se incubaron y fotolizaron 200 unidades de holoenzima
con 8-Az-AMPc (P32) como se describió en Materiales y Méto­
dos enla sección IX. Finalizada la corrida se secó el gel y se
lo autorradiografió. En (A) se muestra la densitometria dela
autorradíografia y en (B) la relación entre el logaritmo PM
(expresados en K), de las proteinas marcadoras y los R de las
mismas. Proteinas marcadoras ( o ):( (a -Ga|) {ts-Ga acto­
sidasa, (Fos) Fostorilasa, (Alb) Albómina, (ov) ovoalbümina.

* y A bandas de 74 y 62 K respectivamente con el a
nálogo radiactivo unido. ­
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el gráfico que relaciona el logaritmo del .PMde las protei ­

nasrnarcadoras con los Rf correspondientes (figura 8 B). Es­

tos resultados indican que no existen uniones disulfuro entre

losrnonómerns de lo subunidad regulatorio. En la figura 9 se

muesho el perfil obtenido alcortarel gelseco en Hras de

3Inm y contarla radiactividad de las mismas según se explF

có anteriormente. Elhistograma muestra nuevamente dos pi­

cos con Rf 0.58 y 0.67 coincidentes con las bandas de la au­

torradíografia.

La exhtenchzde dosbandascon elanólogoradiacH­

vo unidose puede deber alo ngiente:

l) Proteólhis endógeno de la subunidad regulatorio. Previa­

mente en el laboratorio se habia observado que durante el

aislamiento de la subunidad regulatorio, ésta era muy sen

sible a la proteólhis endógeno, produciéndose fragmentos

proteolflicos que conservaban la capacidad receptora de

AAAPC.Por lo cual la proteina de 62 K podria provenirde

la proteina de 74 K por proteólish de la misma.

2) Diferente grado de fosforilación. SY y colaboradores(l42)

encontraron que el grado de fosforilación de la subunidad

regulatorio de la holoenzima de levadura de panaderia
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Figura 9: Perfil de radiactívídad obtenido cuando una parte del
gel descripto enla leyendo de la figura 8, se cortó en
tiras de 3 mm de ancho y se contó la radiocfividad de
las mismas, según se describió en Materiales y Métodos
enla sección XII.
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disminuye su movilidad en geles de poliacrilamida con

SDS., con lo cual ambas bandas podrian ser la misma pro

tei'na con diferente grado de fosforilación.

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 última 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

regulatorio.

Se puede afirmar entonces que la quinasa de M

es un tetrómero (R2C2) formado por dos subunidades catalí

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

IV - EXISTENCIA DE UN COMPLEJO TERNARIO HOLOENZI ­

MA - AMPC._

En trabaios previos realizados en el laboratorio (118­

119, 201) se habia observado que la quinasa de proteinas de­
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pendiente de AMPC de Mucor, no era disocíada por preinCLL

bacíón con concentraciones micromolares de AMPc en un am­

plio rango de concentraciones enzimáticas (50-2000 unidades/

ml) a diferencia delo que ocurre con las holoenzimas de or­

ganismos eucariontes superiores, que en esas condiciones se

disocian completamente.

Cuando además de AMPC, enla preincubación estaban

presentes algunos de sus sustratos proteicos (histona o prota­

mina) o en presencia de alta fuerza iónica (CINa 0.5 M) se

producia la disociación dela holoenzima.

IV.Ï- Estudio dela interacción del AMPCcon Ia holoenzima

por filtración molecular.

Se utilizaron columnas de Sephacryl 5-300 de 0.8 x

22 cm. Se sembraron ali/cuotas de la enzima tratadas de dos

maneras diferentes. Una CII/CUOÍ’Ofue incubada con AMPC(H3)

2 ¡“M y Ia columna fue equiI-¡brada con AMPC(H3)120 nM y

la otra alicuota se incubó en condiciones disociantes con

CINa 0.5 M y AMPC(H3)21M.M y la columna utilizada fue e­

quílibrada con CINa 0.5 M y AMPC(H3) 120 nM paraevitar

la reasociación de las subunidades.



Como se puede observar en la figura iO A la activi­

dad receptora de AMPCmedida por Filtración directa a tra­

vés de membranas de nitrocelulosa, cocromatografia con la

actividad quinósica 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 iO B se observa que la subunídad regula

toria se separa completamente dela subunidad catalitica.

IV.2- Estudio dela existencia del compleio ternario utilizan­

do gradientes de sacarosa.

Para estudiar la interacción del AMPCcon la holoen­

zima, se utilizaron gradientes isocinéticos de sacarosa apro­

vechando la diferencia entre los coeficientes de sedimenta ­

ción de la holoenzima y dela subunidad regulatorio (ver ca­

pitulo II de Resultados).

La figura li muestra el perfil de sedimentación obtí
nido cuando 4 alrcuotas de la holoenzima de Mucor fueron

sometidas a diferentes condiciones de preincubación.



Figura 10.- Compleio ternario l'ioloenzima-AMPc visualizado
por filtración a través de una columna de Sephacryl 5-300.
Se realizaron dos incubaciones con 3 unidades de holoenzima
en un volumen final de 100 l de buffer M conteniendo AMPc
(H3) 2 ¡4M, durante 5 min a 30°C con los siguientes agrega­
dos: (A) ninguno enla mezcla de incubación. La columna fue
equilibrada con AMPC(H3) ¡20 nM, (B) CINa 0.5 M y albúmina
0.7 mg/ml enla mezcla de incubación. La columna fue equili
brada con ClNa 0.5 M, AMPC(H3)120 nM y albúmina 0.7 mg/Ïnl.

Las mezclas de reacción se sembraron en columnas de
0.8 cm x 22 crn y se recogieron fracciones de 170 La acti­
vidad quinósica(,L-'.—)se midió utilizando kemptido como sustra­
to como se indicó enla sección VII de Materiales y Métodos.
La actividad receptora de AMPc {...o---u)sedeterminó por filtra­
ción directa de una alicuota adecuada por membranas de nitro
celulosa. Las flechas indican el volumen muerto de la column?!
y el volumen de elución de las proteinas marcadoras descriptas
en la figura ó.
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Una de ellas (figura ii A) en la cual no se bicis

ron agregados ni en Ia preincubación ni en el gradiente, fue

el control. Otra alicuota se preincubó con concentraciones

saturantes de AMPc (H3) y el gradiente también fue equili­

brada con AMPc (H3) (figura H B). Una tercera alicuota fue

preincubada con AMPc (H3), pero el gradiente no fue equil_i

brado con el nucleótido (figura H C).

La cuarta alícuota se preincubó en condiciones

de disociación total con AMPC (H3) y CINa 0.5 M y corrida

en un gradiente equilibrado también con CINa 0.5 M y AMPC

(H3)-(figura ii D). Se puede observar en la figura 11 B que

la actividad catalitica sedimento enla misma posición que

en el control (figura ii A), acompañada por un pico con ra­

diactividad detectable por filtración directa de Ia fraccio ­

nes d-el gradiente por membranas de nitrocelulosa, indicando

que hay AMPc (H3) unido ala holoenzima.

Si el gradiente no estaba equilibrado con AMPC

(H3) (figura ii C), la actividad catalitica muestra el mismo

perfil, pero no se observa un pico de AMPC (H3) unido a pro

teina. Sin embargo Ia actividad receptora de AMPc puede



Figura ll.- Detección del compleio ternario holoenzima -AMP
en gradientes de sacarosa. Se preincubaron ¡20 unidades de ho­
loenzima durante l min a 30°C en un volUmen final de 0.2 ml
con los siguientes agregados: (A) ninguno, (B) AMP (H3) 2 ¡«(M
enla mezcla de preincubación y 0.13 ¡0M de AMPC(H3) en el
gradiente, (C AMPC(H3>)2 ¡LM en la mezcla de preincubación
y (D) AMPC(H ) 2 FM, ClNa 0.5 M y albúmina 0.5 mg/ml enla
mezcla de preincubación y AMPC(H3)120 nM, ClNa 0.5 M y al­
búmina 0.5 mg/ml en el gradiente. Para medir la actividad qui­
nósïca (-o-) se ensayaron alicuotas adecuadas de cada fracción,
utilizando histona como sustrato. La actividad receptora de AMPc
(-o—)se midió como se indicó enla sección VIII (método l-a)
de Materiales y Métodos. En aquellos gradientes que tenian
AMPC(H3), la actividad receptora se midió por filtración direc­
ta de una alícuota apropiada a través de membranas de nitroce­
lulosa (""‘). Se utilizaron las proteinas marcadores descriptas
en la figura 5.
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Ser detectada en la misma posición que la actividad quinósi_

ca si se incuban las fracciones con AMPc (H3) según se indi

có enla sección VIII -l.a de Materiales y Métodos (figura

ll C_). La figura ll D muestra el perfil de sedimentación ob­

tenido cuando la holoenzima se disoció totalmente. El AMPc

(H3) unido ala subunidad regulatoria no se pierde luego de

una diálisis exhaustiva y cromatografia en DEAE-celulosa in

dicando que el AMPC(H3) está fuertemente unido a la proteí

na (resultados no mostrados). Estos resultados contrastan con

los obtenidos del gradiente de la figura II C en el cual no

se detecta el compleio holoenzima-AMPc al no estar equili­

brado el gradiente con AMPc (H3). Estos resultados indicarian

una gran diferencia de afinidad por el AMPC, entre Ia subu­

nidad regulatorio y la holoenzima.

IV - 3. Estudio dela existencia del compleio holoenzima­

AMPCutilizando electroforesis en geles de poliacri­
lamida.

Cuando la quinasa de proteinas dependiente de

AMP se somete a electroforesis en gel de acrilamida se ob­
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serva un solo pico con actividad quinósica y receptora de

AMPc con un Rf de 0.17 (figura 12 A). Si paralelamente se

corre un gel con la misma siembra y se tiñe con azul de co­

masína, 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 ala corrida con ClNa y AMPC.

(resultados no mostrados).

Si se preíncuba la quinasa con una concentración

saturante de AMPc (H3) y se la somete a una corrida electro

forética se obtiene el perfil de actividades de la figura 123.

Se observa que la actividad catalitica migra enla misma pci

sición que el control y una significativa cantidad de AMPc

(H3), estimada por medición de la radiactividad de medias

rodajas, comigra con la actividad catali'tica. Estos resulta­

dos muestran claramente que se formó un compleio ternario

entre el AMPc (H3) y la holoenzíma. El AMPC(H3) libre mi­

gra como un pico muy agudo acompañando el colorante azul

de bromofenollindicador del frente de corrida. Sorprendente

mente se observa el AMPc (H3) en el compleio, aún en ause_n

cia de AMPc (H3) en el reservorio catódico. La explicación

de que la unión AMPc-holoenzima resista la corrida electro



Figur012.- Estudio del compleío ternario, holoenzima-AMPc
por electroforesis en gel de poliacrilamida. Se sembraron 500
unidades de holoenzima, preincubadas en un volumen de' 200 I
durante l min a 30°C con los siguientes agregados: (A) ningu
no, (B) 150 nM de AMPC(H3). El gel C fue sembrado con 200/41
de solución de subunidad regulatoria-AMPC(H3) que llevan 200.103
cpm de (H3). Terminada la electroforesis, los geles se cortaron
en rodaias de 2 mm y la rodaia entera (A) o media rodaia (B) se
deiaron agitando suavemente en buffer de extracción, se midió
la actividad quinósica utilizando histona como sustrato (-o-).
En el experimento de la figura 12 Ala actividad receptora de
AMPC(-o-)fué medida según se descubrió enla sección Vlll, 1­
(a) de Materiales y Métodos. El AMPC(H3) unido a proteina
(-—-o---) en los geles B y C se estimó por disolución de media
rodaia (B) o una rodaía entera (C) en H 02 30% (p/v) y contaie
de la radiactividad según se indicó en ñlateriales y Métodos
(sección XII).
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forética y no una centrifugación en un gradiente de sacaro­

sa (ver sección IV-2 de Resultados), talvez se deba a las E

normes diferencias enla dilución a la cual se encuentra el

compleio en ambas condiciones y a la diferente difusión del

compleío en un gel de poliacrilamida y en una solución de

sacarosa. El pico de radiactividad de (H3) detectado enla

posición de la holoenzima no representa AMPC (H3) unido a

la subunidad regulatoria dado que este comple‘io binario so­

metido a una corrida electroforética muestra dos picos prin­

cipales anchos con un Rf de 0.42 y 0.6 (figura 12 C). Apareg

temente el pico de 0.6 de Rf se podria deber a AMPc (H3)

unido ala subunidad regulatoria parcialmente proteolizada,

tal como fue descripto para subunidades regulatorias de halo

enzimas de eucariontes superiores, cuyos fragmentos proteo­

liticos 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 básica (ver capitulo VII de Resultados

y Métodos) y podria tener un punto isoeléctrico lo suficien­

temente alto corno para no entrar al gel al quue se usó en

la corrida electroforétíca.
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'IV.4- Estudio de la velocidad de disociación de los comple­

¡os Holoenzima-AMPc (H3) y Subunidad regulatoria­

AMPC (H3).

En la sección IV.2- se vió que el compleio terna­

rio holoenzima-AMPc (H3) no se podia detectar en un gradie_n

te de sacarosa a menos que este estuviese equilibrado con

AMPc (H3). Por el contrario el AMPc (H3) permaneció unido

ala subunidad regulatoria aún después de una diálisis y pos­

terior cromatografia por DEAE-celulosa.

Estos resultados sugieren una.diferencia importarl
te en los valores de las constantes de disociación de ambas

especies. Para cuantificar esta diferencia se realizó un estu_

dio cinética de intercambio isotópico. Se midió la velocidad

de intercambio del AMPc (H3) unido a la holoenzima o a Ia

subunidad regulatoria, con un exceso del nucleótido no mar­

cado. En la figura 13 A se muestra el AMPc (H3) unido rema_

nente en función del tiempo de incubación con el nucleóti­

do no marcado.

Los detalles experimentales están explicados en

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



Figura i3.- Velocidad de disociación de los comgleios holoen­zima-AMPC(H3) y subunidad regulatoria-AMPC(H
(A) 500 unidades de holoenzima, preincubadas durante

óO min a 4°C con 60 nM de AMPC(H ), fueron incubadas en un
volumen final de 1.3 ml de buffer M, conteniendo 'l mg/ml de
albúmina, con AMPC no marcado 540 nM. (B) Una alícuota de u
na preparación de subunidad regulatorio (ver sección V de Mat-e
riales y Métodos) (250.000 cpm de AMPC(H3) unido) en un volu:
men final de 1.3 mI de buffer M conteniendo albúmina i mg/ml,
se incubaron con AMPc no marcado ioij. Se tomaron alicuotas
de 75 ¡ul de cada muestra a los tiempos indicados y se determi­
nó el AMPC(H3) unido por filtración por membranas de nitrocelu
losa. El 100% representa 14.000 cpm en ambos casos. ­
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del nucleótido del compleio ternario holoenzima-AMPC(H3)

y en (B) el intercambio de Ia subunidad regulatorio-AMPc

(H3).

Se puede observar que, el intercambio dela holg

enzima es muy rapido, con un t 1/2 (tiempo en el cual Ia as

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 isotópico lento del AMPc (H3) unido a la sub­

unidad regulatoria, siendo su tl/z de 210 min.
Los resultados del intercambio i'sotópico de la

subunidad regulatoria y dela holoenzima, ¡unto con los re­

sultados obtenidos en los estudios de la interacción entre el

AMPCy la holoenzima, utilizando técnicas de filtración mi

lecular, gradientes de sacarosa y electroforesis en geles de

poliacrilamida, avalan Ia existencia de una especie ternaria

holoenzima-AMPc que se produce al interaccionar la holoen

zima con el AMPC.

V- COMPARACION DEL AMPC UNIDO A LA HOLOENZIMA Y

A LA SUBUNIDAD REGULÁTORIA.
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V. 1- Actividad receptora de AMP de lo holoenzima, medi­
9

da en condiciones disociantes y no disociantes.

Cuando se mide la capacidad receptora de AMPC

de la quínasa de proteinas en condiciones disociantes y no

disociantes, por el método de filtración por membranas de n_i

trocelulosa, se obtuvieron los resultados expuestos enla Ta­

bla Vli.

TABLA VII

Actividad receptora de AMPCdela holoenzima medida en

condiciones disociantes y no disociantes.

3

Agregados AMPC (H ) AMPC(H3) unidos
¡“M (CPm)

1.- 0.12 4205

2.- 1.5 mg/ml de
hístona 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 enla Tabla. El AMPC(H3)
unido fue medido por el método de filtración por membranas
‘de nítrocelulosa (método 'I. sección VIII de Materiales y Mé
todos). —
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El experimento i representa el AMPc unido a la

holoenzima, los experimentos 2, 3 y 4 representan el AMPc

(H3) unido a la subunidad regulatorio ya que las condiciones

de preincubación son de disociación total. Los resultados de

'Ia tabla Vll muestran que independientemente de las condicig

nes utilizadas para obtener la disociación de la holoenzima

en sus subunidades, el AMPc unido a Ia subunidad regulato­

ria es siempre el doble de la cantidad unida a la holoenzima.

Algunos autores encontraron que ciertos policatig

nes como el sulfato de protamina y la histona aumentan la rs

tención del AMPc 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 unión del AMPCa Ia

subunidad regulatorio, los cuales enla holoenzima estarian

ocultos o con una configuración particular que anularia las

finídad de los mismos por el AMPC.

Para ello se corrieron en gradientes de sacarosa

5-20% alicuotas de la holoenzima y de la holoenzima diso_

ciada (figura 'I4 A y B) y se midió la actividad receptora de
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AMPc en presencia y ausencia de histona utilizando el métg

do de fiÍtración por membranas de nitrocelulosa. La figura 14

B muestra que el agregado de histona en el ensayo no modifi­

cala capacidad receptora de AMPC,dela subunidad regula­

toria. Por el contrario en la figura 14 A se observa un incre­

mento enla actividad receptora de AMPcdela holoenzima

cuando ésta se ensaya en presencia de histona. Se puede ob­

servar en este caso que el area del pico es aproximadamente

el doble del obtenido al ensayar la capacidad receptora de

AMPc sin histona. Este incremento se interpreta como la du­

plicación de los sitios de unión del nucleótido enla subuni­

dad regulatoria, que al estar formando la holoenzima perma­

necerl'an ocultos o sin afinidad por el AMPCy no se debian

a algún artificio que introduci'a la presencia de histona en

el ensayo.

V.2- Comparación entre la actividad receptora de AMPc me­

dida por la técnica de filtración por membranas de ni­

trocelulosa y por equilibrio de diálisis.

En las subunidades regulatorias delas holoenzi­

mas de eucariontes superiores existen dos clases de sitios de



Figura 14.- Influencia de la presencia de histona en el ensayo
de medición de la capacidad receptora de AMPCde 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 l min a 30°C en un volumen d-e
0.2 ml de buffer M con los siguientes agregados: (A) ninguno,
(B) CINa 0.5 M y AMPC(H3) 2 #M. El gradiente en B se equili­
bró con ClNa 0.5 M y AMPC(H3)150 nM. La actividad quinósi­
ca (-o-) se midió utilizando histona como sustrato (sección Vll
de Materiales y Métodos). En A la actividad receptora de AMPc
se midió utilizando el ensayo no activado(—o-)y el ensayo acti­
vado (....o....) según se describió enla sección VIII-i de Materia
les y Métodos. En Bla actividad receptora de AMPCse midió _
por filtración directa de una alicuota de cada fracción por mem
branas de nítrocelulosa (-o-)o después de una preincubación de­
la alicuota con 1.5 mg/ml de histona durante 15 min a 4°C(...o...)
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unión del AMPC, que se diferencian por la velocidad de di­

sociación que presentan cada uno de ellos (ver Introducción).

Algunos autores han informado previamente (97, ¡34) que la

medición dela actividad receptora de AMPC, utilizando la

técnica de filtración por membranas de nitrocelulosa estó su­

¡eta a errores debido a que no detecta una clase de sitios de

unión del AMPc ala proteina por interacción entre la subun_i

dad regulatorio y la membrana de nitrocelulosa. Para investi_

gar la posibilidad de queIen Mucor sucediera algo similar,

se midió la actividad receptora de AMPc de la holoenzima y

dela subunidad regulatoria por equilibrio de diólisis evitarl
do de este modo el uso de Ia membrana de nitrocelulosa.

En la tabla VIIIse muestran los resultados obteni­

dos al comparar la actividad receptora de AMPc por ambos
métodos.

TABLA V_lll

Actividad receptora de AMP_dela holoenzima y dela subu­

nidad regulatoria medida por equilibrio de diólisis y por fil­

tración a través de membranas de nitrocelulosa.
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Experimento cpm (H3) de AMPc unidos/alicuotas (25 ¡ULI)

Equilibrio de didlisis Membranas de nitrocel.

A (holoenzima) 4277 3900

B (Subunidad
regulatoria) 8126 7313

Dos alicuotas de Ia holoenzima (35 unidades) en un volumen
de 200 ,Adse dializaron contra 5 mI de buffer M contenien­
do 120 nM de AMPC(H3) (A), o contra la misma solución pe­
ro conteniendo ademósl.5 mg/mI de histona y CINa 0.5 M.
Los detalles técnicos dela medición y el cálculo de AMP
(H3) unido a Io proteina se describieron en Ia sección Vlllgarte
2 de Materiales y Métodos.

Los resultados dela Tabla VIIImuestran claramen_

te que no hay diferencias en el AMPc unido a la proteina me

dida por ambos métodos, no observándose por Io tanto pérdi­

da de AMPC unido a Ia holoenzima o a la subunidad regulatg

ria cuando se utiliza el método de Ia filtración por membra­

nas de nitrocelulosa.

VI- EXISTENCIA DE DIFERENTES ESPECIES MOLECULARES EN

EL MECANISMO DE DISOCIACION DE LA HOLOENZIMA.

Trabaios previos realizados en el laboratorio (201)
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habian demostrado que la holoenzima se disocia en presencia

de AMPc y de algunos de sus sustratos proteicos (histona o

protamina) o por interacción con el nucleótido ciclico en pr_e_

sencia de alta fuerza iónica.

Se quiso entonces estudiar la influencia que ten­

dria enla disociación de la holoenzima, el AMPc en presen­

cia del sustrato dador del grupo fosfato (ATP). Para ello se

calculó Ia A0.5, es decir la concentración de AMPCque sa­

tura la mitad de los sitios totales de unión del AMPc ala pro

teina, por medición de Ia actividad receptora de AMPc en a­

licuotas de enzima incubadas en tres condiciones diferentes.

En un grupo de alicuotas se midió la actividad re

ceptora de AMPCdela holoenzima sin ningún agregado enla
incubación. En otras alicuotas se incubó Ia holoenzima en

condiciones de formación del compleio ternario pero con una

concentración fiia de ATP y de C|2Mg y un Último grupo de

alicuotas dela preparación de holoenzima fueron incubadas

en condiciones de disociación total.

Los gráficos de las figuras 15 A, B y C muestran

respectivamente las curvas de saturación de Ia actividad re­

ceptora de AMPCmedida en las tres condiciones descriptas.
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Figura 15: Efecto del ATP.Mg enla capacidad receptora de AMPc
dela holoenzima de Mucor. Se incubaron 20 pnidade«
de holoenzima en un volumen final de 50 ¡ul de buffer
M durante óO min a 4°C con cantidades variables de
AMPC(H3) y los siguientes agregados: (A) ninguno, (B)

ATP 5 mM y Cleg 5 mM y (C) histona 1,5 mg/ml y
CINa 0.5 M. La actividad receptora de AMPc se midió
en todos los casos por filtración através de membranas
de nitrocelulosa según se indicó enla secciónVIlI-i de
Materiales y Métodos.
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Se puede observar que las tres curvas muestran u­

na misma Ao_5. La variación en cambio esta dada por el nó ­

mero máximo de pmoles de AMPc que une Ia cantidad de holcl

enzima utilizada. En la curva C la cantidad máxima de pmg

les de AMPc unidos es el doble de los obtenidos enla curva

A, estos resultados refuerzan los obtenidos en las secciones

anteriores, es decir que la holoenzima forma con el AMPc un

compleio terna'rio y al disociaciarse se duplica la actividad

receptora de AMPC. En la curva B se llega a un valor de pmf

les de AMPc unidos, intermedio entre los dos anteriores. Es­

tos resultados sugieren que la incubación con ATP.Mg y AMPC

no logra disociar Ia holoenzima totalmente, aunque se desen

mascarari'an nuevos sitios de unión del AMPC a Ia subunidad

regulatorio dela holoenzima.

Para investigar más profundamente esta posibili ­

dad se centrifugaron gradientes de sacarosa en los cuales se

sembraron alicuotas de Ia preparación de holoenzima incuba_

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

C, excepto que se utilizó una concentración fiia y saturante

de AMPc no radiactivo.

La figura ió muestra los perfiles de actividad fo_s
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fotransferósica de los gradientes de sacarosa. En los gróti ­

cos A y C aparecen ios picos de actividad quinósica de coe_

ticientes de sedimentación 8.5 y 3.2 S que corresponden a

la holoenzima y a la subunídad catalitica respectivamente.

En el gráfiCo B se observa un pico de actividad quinósica

que sedimento a 6.85 S y otro con un coeficiente de sedime_n

tación de 3.2 S perteneciente a la subunídad catali'tica. PUE

de observa'rse además que eI' órea 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 AMPc de la act_i

vidad quinósico de Ia especie de 6.85 S, se recogieron las

fracciones correspondientes a este pico, se dializaron exhau_s

tivamente y se midió Ia actividad quinósica en presencia y

ausencia de AMPC, obteniéndose un cociente de activación

(actividad sin AMPC/actividad con AMPC)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 disociación dela holoenzima

se formó al interaccionar la quinasa con el AMPCen presen_

cia de ATP y C|2Mg. Se intentó entonces, utilizando siem­
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pre gradientes de sacarosa, encontrar perfiles de actividad

quinósica que mostraran todas las posibles diferentes espe ­

cies que pudiesen formarse durante la disociación de la holf

enzima de Mucor. Para esto se utilizaron incubaciones con

diferentes relaciones de holoenzima, AMPCy fuerza iónica,

e incubaciones con relaciones variables entre holoenzima,

AMPCy kemptido. Este heptapéptido es el nufcleo fosforila­

ble de casi todos los sustratos proteicos de las quinasas de

proteinas dependientes de AMPCy su secuencia primaria fue

descripto en la sección VII de Materiales y Métodos. Cuando

se mide la actividad quinásica en una preparación de holoen

zima utilizando kemptido como sustrato, el margen dela can
tidad de holoenzima en el cual la reacción de fosforilación

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 disociación de la holoenzi­

ma que el heptapéptido. De tal modo al usar kemptido ¡unto

con el AMPCse logran condiciones propicias para obtener d_i_

sociacionc: incompletas.

Los gráficos de la figura 'l7 A y A' muestran los
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perfiles de actividad quinósíca obtenidos al incubar con las

mismas concentraciones de CINa y AMPc dos alicuotos de ha

Ioenzima conteniendo la delgráfico A/5 veces más enzima

que Ia del gráfico A'. Se puede observar que en el gráfico A'

en el cuallas condiciones parala disociación son masfavo­

rables que en A, el área del pico de la subunidad catolfiico

constituye el 8096de Io actividad quinósica total del gradiej

te, mientras que en el gradiente de la figura 17 A las propol

ciones obtenidas son 4096 para la especie de 6.85 S y un 60%

para la subunidad catalitica.

Los gráficos 17 B y B' muestran los perfiles de ac

tividad quinósica, obtenidos alincubar Ia holoenzimo con

una relación diferente de holoenzima a concentración de

kemptido y AAAPC.En ambos gráficos aparecen picos de actF

vidad quinósica con 8.5, 6.85 y 3.2 S pertenecientes a la

holoenzima, especie intermedia y subunidad catalflfica res­

pectivamente. En B'en el cualla relación de concentración

de AMPc y kemptido es 5 veces mayor que en B respecto de

la holoenzima, se puede observar que el área del pico de

8.5 S se reduce, al mismo tiempo que se incremento ia de

los otros dos picos.



.Figura 17.- Diferentes especies moleculares formadas en el me­
canismo de disociación dela holoenzima,visualizadas en gra —
dientes de sacarosa.

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

En B y B' las mezclas se ¡ncubaron en un volumen final
de 0.2 ml de buffer M con albúmina 0.5 mg/ml, kemptido 0.25
mg/ml y AMPC 2 ¡nM, conteniendo i y 0.2 unidades de holoen­
zima respectivamente. Los gradientes fueron equilibrados con
AMPc 120 nM, albúmina 0.5 mg/ml y kemptido 0.25 mg/ml. La
actividad quinósica se midió en alicuotas apropiadas de cada
fracción._utilizando kemptido como sustrato según se detalló
enla sección VII de Materiales y Métodos. Se utilizaron 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 dí_

sociación de la holoenzima en sus subunidades regulatorio y

catalitica. Esta especie tiene actividad quinósica dependien

te de AMPC. Si bien no se determinó su radio de Stokes Se

puede calcular aproximadamente su peso molecular utilizan­

do la relación de Martin y Ames (222):

A 3/2

siendo M y Mx y S y Sx los pesos moleculares y los coeficien

tes de sedimentación dela proteina de referencia y de la in­

cógnita respectivamente.

Tomando como referencia los valores de peso mole

cular y coeficientes de sedimentación obtenidos para la sub­

unidad regulatorio en el capituloanterior se calculó un pe­

so molecular para esta especie de aproximadamente 200 K

que podria corresponder ala especie trimérica R2C.

VIl- ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE LAS SUBUNIDADES

REGULATORIA Y CATALITICA DE LA QUINASA DE MUCOR
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La existencia del compleío ternario holaenzíma

AMPCy su relativa estabilidad, o dicho en otras palabras la

dificultad para disociar la holaenzíma de Mucor por AMPc

aún a concentraciones altas del nucleótido (201) induieron

a encarar el estudio de la interacción entre las subunidades

que constituyen esta holaenzíma.

Una forma de estudiar esta interacción es estudiar

la reacción de reasociación de las subunidades de la holoen_

zima de Mucor y compararla con la reasociación entre las

subunidades regulatoria y cataII'tica de un organismo superior,

asi como también estudiar las reasociaciones entre subunida­

des beterólogas. El obietivo de estudiar y comparar estas di­

ferentes interacciones entre las subunidades de ambos siste­

mas, es tratar de explicar el comportamiento peculiar dela

holaenzíma de Mucor frente al AMPC.

VII. i- Obtención de las subunidades regulatorias y cataliti­

cas de Mucor y de corazón de cobayo.

Como holaenzíma de un organismo eucarionte su­

perior se utilizó la quinasa de tipo ll de corazón de cobayo.

La forma de obtención dela holaenzíma y de 'sus subunidades
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se detalló en Ia sección VI de Materiales y Métodos. El fun_

damento del método se basa en Ia disociación de Ia holoen­

zima por AMPc y posterior separación de las subunidades por

pasaie por una columna mixta de Sephadex (3-25 sobre la-cual

se montó una de CM-Sephadex C-50. La subunidad regulatorio

no se obsorbe debido a que es una proteina ócida y se obtie­

ne en el volumen muerto de la columna, mientras que la sub­

unidad catalitica, que es una proteina bósica se absorbe en

Ia resina de intercambio catiónico y se la obtiene casi homo

génea por elución de la columna con fuerza iónica alta. La

obtención de la subunidad regulatoria de Ia holoenzima de

Mucor se describió enla sección V de Materiales y Métodos.

Para ello se disoció la holoenzima con AMPc y a alta fuerza

iónica (CINa 0.5 M) y se separaron las subunidades por cen­

trifugación en un gradiente de sacarosa 5-20% equilibrado

con AMPc y ClNa para evitar la reasociación de las subuni­
dades durante la corrida.

La obtención de la subunidad catalifica de Mucor

presentó varias dificultades. El hecho de no poder disociar

la holoenzima con AMPcsin utilizar alta fuerza iónica imp'

dió utilizar el esquema clásico 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 iónica en la

disociación excluyó el uso de resinas de intercambio iónico,

ya que cualquier intento de baiar la fuerza iónica para ab­

sor-ber la proteina enla resina, produce la reasociación de

sus subunidades.

La utilización 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 lóbil cuando se

encuentra muy diluida y en ambos métodos se dan condiciones

de alta dilución, además de que insumen un tiempo considerg

blemente alto.

La obtención de la subunidad catalitica por diso­

ciación dela holoenzima con AMPc e histona o protamina y

posterior purificación dela subunidad catalitica por la resi­

na de intercambio catiónico también presentó dificultades.

La presencia de estas proteinas fuertemente bási­

cas modifica el punto isoeléctrico de ciertas proteinas de la

preparación de tal modo que luego de disociar la holoenzima

tienen afinidad por la resina de intercambio catiónico, con­

taminando la preparación de la subunidad cat'alitica (resulta
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'dos no mostrados).

La singularidad de la holoenzima de Mucor de fo_r

mar un complejo ternario estable con el AMPc planteó Ia pci

sibilidad de utilizarla resi'na de afinidad AMPC-agarosapen

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

que en este caso la holoenzima se uniria al AMPc ligado a

la matriz covalentemente y se podria disociar la holoenzima

unida utilizando alta fuerza ióni-ca. Como muestra la figura

18, el método funcionó como se previó. La holoenzima fue

retenida por Ia resina AMPC-agarosa, no detectóndose acti­

vidad quinósica en el percolado.

La subunidad catalitica se eluyó por pasaie de

buffer con alta fuerza iónica, quedando en estas condiciones

Ia subunidad regulatorio retenida enla columna.

La flecha en el gráfico de la figura 18 indica la

fracción a partir dela cual se comenzó la elución con buffer

de alta fuerza iónica, y las barras acotan las fracciones con

actividad quinósica que se recogieron. La purificación de Ia

subunidad catalitica se completó por cromatografia en una

resina de intercambio catiónico según se describió en Mate­

riales y Métodos. En la tabla IX se muestra un cuadro de

purificación de la subunidad catalitica.
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Figura 18: Perfil de actividad quinósica en una columna de AMPC­
agarosa. Se sembró el percolado.proveníente de una co
Iumna de CM-Sephadex C-50, como se detalló enla see­
cíón IV de Materiales y Métodos. La actividad quinósica
se midió en alicuotas adecuadas de cada fracción, utili­
zando kemptido como sustrato, con el método descripto
en Materiales y Métodos. (Sección VII).
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TABLA IX

Purificación dela subunídad catalitica dela holoenzima de

Mucor.

(La purificación y el rendimiento se expresan respecto del

5-100 que es el primer paso de purificación dela holoenzi­

ma

Etapa Proteina total Rend. Purif. pmoles de P unidos al
( mg ) (%) kemptído/mg de proteina

Sephacryl 5-300 8.] 18 50 31 x 103

Precipitación a 3
pH = ó_3 5.2 18 77.5 48 x iO

Percolado CM- 3
Sephadex C_50 3.3 18 122 75 x 10

AMPc-agarosa 0.40 14.6 820 508 x 103

CM-Sephadex c-5o 0.01 7.o 16700 10.4 x 106

Estos datos corresponden a la preparación de subunidad cata
litica partiendo de 150 g de micelio (peso húmedo).

* pmoles de P incorporados al sustrato heptapéptido en 'IO
mín de reacción determinados según se detalla enla sec­
ción VII de Materiales y Métodos.
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La preparación de subunidad catalitica no está

purificada a homogeneidad no obstante estar purificada 16.000

veces respecto del S-lOO. Si se Ia somete a una electrofore­

sis en gel de poliacrilamída con SDS, aparece una banda prin

cipal.con un peso molecular de 40 K, acompañada de varias

bandas menores con pesos moleculares que van entre 45 y 60

K (resultados no mostrados).

Vll.2- Interacciones entre las subunidades regulatorias y cata­

liticas de ambos sistemas.

Una vez que se obtuvieron las subunidades regula­

torias y cataliticas de las holoenzimas de Mucor y de corazón

bovino se estudiaron las interacciones homólogas y heterólogas.

El estudio consistió en determinar el grado de reasociación en

tre las subunidades, por incubación de una cantidad fija de

subunidad catalitica con concentraciones crecientes de subun_i

dad regulatoria. Para ello una vez transcurrido un tiempo de

reacción suficiente para llegar al equilibrio, se midió la acti

vidad quinósica remanente.

El gráfico 19 muestra las curvas de inhibición de

la actividad quinósica de las subunidades cataliticas de Mucor



454­

y de corazón de cobayo, por las subunidades regulatorias de

ambos sistemas.

La afinidad entre las subunidades se estimó en bg

se a la constante de equilibrio de l_areacción de reasocia ­

ción de las'subunidades cuya ecuación es:

R C

(1) _ ( 2 2)
Keq ' <R2>(c)2

Siendo R2C2 la concentración de holoenzima en el equilibrio

y (R2) y (C) las concentraciones de subunidades regulatorio

y catalitica respectivamente, libres en el equilibrio.

En realidad utilizar la ecuación (l) no es tota_|

mente correcto en este caso porque por el método de obtención

de las subunidades regulatorias de ambos sistemas, éstas tie_

nen AMPc unido con lo cual la constante de equilibrio cor_re__c

ta seria:
X

(chz). (AMPC)
K' =Ka.K ­

R2-(AMPC)x (C)2

donde Ka es la constante de equilibrio de la reacción de for

mación del compleio ternario partiendo de subunidad catali­



¡Figura 19.- Inhibición de la actividad quinósica de las subuni­
dades cataliticas de Mucor y de corazón de cobayo por las sub
unidades regulatorias Eomologas y heterólogas. Alicuotas de |a_s
subunidades cataliticas de Mucor ( ) y de corazón de coba
yo (---) se incubaron con cantidades crecientes de subunidad­
regulatoria de Mucor (o ) y de corazón de cobayo ( A) duran­
te 20 mín. a 46€ en un volumen final de 80 jul, conteniendo al
bümina i mg/ml , 2-mercaptoetanol 20 mM, EDTA 2 mM y buffer
Tris-CIH iO mM pH 7.2. AI cabo de este tiempo se agregó ATP­

ï- (P32) y se midió la actividad quinósica utilizando kempti­
do como sustrato según se describió enla sección Vll de Materia
les y Métodos. La linea horizontal en 100 % indica la actividad
quinósica medida en presencia de AMPc 15¡u.M.

Las alicuotas de subunidades cataliticas de Mucor y de
corazón de cobayo transferian 49 p'moles de P al kemptido en iO
min. de reacción como se describió enla sección VII de Material
les y Métodos. _

Cada ¡al dela preparación de las subunidades regulato­
rias unian 6.10'2 pmoles de AMPC.
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cay de subunidad regulatorio con AMPc unido y Kb la cons­

tante de equilibrio de la.reacci6n de disociación del com ­

pleío ternario en holoenzima libre y AMPC. No obstante que

la ecuación (i) no nos permite obtener valores absolutos,

sirve en cambio para tener valores relativos de las constan­

tes de equilibrio de las cuatro reacciones de reasocia'ciones

estudiadas.

Teniendo en cuenta entonces esta simplificación,

y las ecuaciones de conservación dela masa:

(R2) T: (R2C2) + (R2)

(c )T= (chz) '+ (c)

Siendo (C)Tla concentración de subunidad catalitica dela

cual se parte y (R2)T la concentración de subunidad regula­

toria agregada en cada punto. Reemplazando en ('I) queda:

(c) T - (c)

(2) Ke = 2

lïRZH-(CT-C] .(C)

con lo cual la constante de afinidad queda expresada en fun

ción de los dato's experimentales.
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Aplicando la ecuación (2), con los datos experi­

mentales representados en Ia figura 19 se pueden obtener las

siguientes relaciones entre los valores de las constantes de

equilibrio de las cuatro reacciones de reasociación estudia­

das:

'l)K.lK2K3K4 y

2)K¡=6K2
K]: 17K4

K2= l.8 K3

Siendo K.I y K2 las constantes de equilibrio dela reacción
de reasociación de las subunidades regulatorias y cataliticas

de Mucor y de corazón de cobayo respectivamente.

K3 es la constante de equilibrio de la formación

de la holoenzima heteráloga con subunidad regulatorio de c2

razón de cobayo y subunidad catalitica de Mucor, y K4 co­

rresponde a la constante de equilibrio dela reacción de for_

mación de la holoenzima heteróloga con subunidad regulatg

ria de Mucor y subunidad catalftica de corazón de cobayo.

De los resultados obtenidos se puede concluir:

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

dades de la holoenzima de tipo ll de corazón de cobayo.

b) La subunidad regulatorio de corazón de cobayo tiene ma­

yor afinidad por su propia subunidad catalïtica que por la

subunidad catali'tica dela quinasa de Mucor.

c) La afinidad de la subunidad regulatoria de Mucor por la

subunidad catalI'tica homólogo es mayor que la heteróloga

es decir, con subunidad regulatoria de Mucor y subunidad

catall'tica de corazón de cobayo.

Estos resultados podrian explicar parcialmente la

formación de un compleio ternario holoenzima-AMPC estable

con la enzima de Mucor mientras que en las holoenzimas de

eucariontes superiores el AMPc las disocia sin dificultad y

el compleio ternario si bien está demostrado que se forma/sí

lo puede ser detectado indirectamente mediante estudios ci_

néticos (ver Introducción).

La singularidad de la holoenzima de Mucor, vendria da­

da no sólo por las caracteristicas de su subunidad regulato­

ria, sino también por las de su subunidad catali'tica lo cual

explicar‘fa la baía afinidad dela subunidad regulatoria de

Mucor por la subunidad catali'tica de corazón de cobayo. Si
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ambas subunidades cataliticas fueran muy semeíantes, la inh_i

bíción dela actividad quinósica de la subunidad catalitica

de corazón de cobayo deberia ser parec'ida a la obtenida en

la inhibición de la subunidad catalitica de Mucor por la pro­

pia subunidad regulatorio.

En este estudio se hicieron dos suposiciones: La

primera es que ambas subunidades cataliticas, Ia de Mucor y

la de corazón de cobayo tienen igual número de recambio,

es decir procesan un número igual de moléculas de sustratos

por minuto por centro activo de enzima. Esto se basa en que

las subunidades cataliticas provenientes de muy diversas fue_r_1

tes no presentan diferencias cinéticas apreciables La se_

gunda suposición fue que la holoenzima de Mucor une el mis­

mo número de moles de AMPc por mol de subunidad regulato­

ria, que el que unen Ia subunidad regulatorio de holoenzimas

de eucariontes superiores, para todas las cuales sr se estudió

Ia estequiometria de unión del nucleótido ciclico.

En todos los casos estudiados, que son muchos, la

esfequiometria resultó ser de 4 moles de AMPC/mol de subun_i

dad regulatoria. Constituye una excepción la subunidad reg_u

Iatoria 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 regulatorio.

En el caso de que en Mucor se uniera un número

menor de moles de AMPc por mol de subunidad regulatoria,

las diferencias de afinidad serian menores, si por el contrg

río el número de moles de AMPC unidos fuese mayor, las di­

ferencias encontradas en el experimento se exaltari’an, pero

en cualquiera de los casos las diferencias cualitativas obse_r

vadas seguiri'an siendo válidas.

Vlll- MODELO DE LA QUINASA DE PROTEINAS DEPENDIENTE

DE AMP, DE MUCOR.

En base a las evidencias experimentales presenta

das en esta Tesis, y en trabaios anteriores realizados en el

laboratorio (20]) se propone un modelo (figura 20) que expl_i

que el comportamiento de Ia holoenzima frente al AMPCasi

como la interacción entre sus subunidades regulatoria y ca­

talitica.

Los fundamentos experimentales de este modelo



2)

3)

4)

5)

ó)

-iól­

Los estudios de la estructura polimérica dela holoenzima,

asi como de sus propiedades moleculares y las de sus sub­

unidades.

La existencia de un compleio ternario al interaccionar la

holoenzima con el AMPC.

La duplicación del número de sitios de unión del AMPc

al dísociarse la holoenzima.

Los estudios cinéticos de intercambio isotópico del com ­

pleio ternarío holoenzima-AMPc (H3) y dela subunidad

regulatorio-AMPc (H3).
La existencia de una especie molecular de coeficiente de

sedimentación de 6.85 (S) en el proceso de disociación de

la holoenzima, con actividad quinósica dependiente de

AMPC, con un peso molecular aproximado de 200 K y que

une un número de moléculas de AMPC intermedio entre los

que une Ia holoenzima y la subunidad regulatoria libre.

Los estudios de la interacción entre las subunidades cata

Iiticas y regulatorias de las holoenzimas de Mucor y de

corazón de cobayo.

COMENTARIOS SOBRE EL MODELO

Las dos hendiduras dibuíadas enla s'ubunidad ca_



AMPCO ATP4>C|2Mg

+

il

AMPcdl - ­

02
H..a

4—.'

(1)(2)..

RZCZ'AMPCRZCC

AMPC.

R2C?!(4)

(3)+CINa

AMPc

+
histona oprotarnina

ModelodelaquinasadeproteinasdependientedeAMPCdeM.rouxii

Figura20:

ydesuposiblemecanismodedisociación.

-162­



-ló3­

talitica de Mucor expresan la posibilidad de un gran núme­

ro d'e contactos atómicos con la subunidad regulatorio corre_s

pondiente, lo que redundará en una Keq de la formación de

la holoenzima de Mucor mayor que para la holoenzima de c2

razón de cobayo.

Las diferentes geometrias de los sitios de unión

del AMPCa la holoenzima y ala subunidad regulatoria libre,

dan cuenta dela mayor estabilidad de los sitios al disociar­

se, aunque no implican que sean equivalentes. La geometria

adiudicada al tercer sitio es arbitraria dado que no se hicie

ron estudios de intercambio isotópico con la especie de 6.855.

Se supuso que el número de sitios de unión 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 disociación

siga un camino totalmente diferente, dado que ambas protei­

nas si bien son excelentes sustratos, son además muy básicos

e interaccionan fuertemente con la subunidad regulatoria

(ll8) pudiendo esto alterar significativamente -la interacción
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de la holoenzíma con el AMPC.

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 ínteraccionar el

AMPCcon Ia subunidad regulatorio según el siguiente esque­

ma:

R2C2Z R2 + 2 C
li
R2 (AMPC)x

se descarta, porque el compleio R2 (AMPC)x tiene una cons­

tante de disociación 100 veces menor que la del compleio

ternario holoenzima-(AMPC)X/2 y no obstante aumentando la

concentración de AMPc en un rango extenso no se observa d_i

sociación y si en cambio formación del compleío tern'ario.

La secuencia de equilibrios 1-2 y 3 del modelo

parece adecuada para representar el mecanismo de disocia­

ción de la holoenzima, porque no obstante estar deducidos

de dos experimentos diferentes: formación delcompleio terna

rio holoenzima-AMPC y existencia de Ia especie de 6.85 S,

parece poco probable que el AMPc forme el compleio terna­
rio con la holoenzima como una reacción secundaria al me­
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canismo de disociación, dado que incluso con sólo AMPC(en

muy alfa relación frente al de ia holoenzima) se puede llegar

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

se some­

tió a varios pasos de purificación que incluyeron, la ob

tención del S precipitación por sulfato de amonio,lOO'

cromatografia por DEAE-celulosa y filtración molecular

en Sephacryl 5-300. Al final de esta Última etapa se ob­

tuvo una preparación enzimática purificada 50 veces res_

pecto del homogenado original.

Utilizando técnicas de centrifugación en gradientes de

sacarosa, filtración molecular y marcación por fotoafin_i

dad, se estudió la estructura polímérica de la holoenzi­

ma. Se encontró que ésta tiene una estructura tetramé ­

rica (R2C2) al igual que las quinasas de organismos eucg

riontes superiores. Dicha estructura está formado por una

subunidad regulatoria dímérica (R2) y dos subunidades c2

taliticas presumiblemente unidas a cada uno de los moné

meros de la subunidad regulatorio. Las propiedades mole_

culares de la subunidad catalitica son semeíantes o las

descriptas en los diferentes sistemas eucariontes superio

res, mientras que la subunidad regulatorio tiene un coe
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ficiente de sedimentación y un peso molecular conside­

rablemente mayor que el de las subunidades regulatorias

de organismos eucariontes superiores.

Por primera vez se presentan evidencias fisicas dela

existencia de un compleio ternario holoenzima-AMPC fo_r

mado al interaccionar la holoenzima de Mucor con el

AMPC. Los estudios cinéticos de intercambio isotópico

revelaron que el compleío ternario tiene una constante

de disociación 100 veces mayor que la que tiene la sub­

unidad regulatoria con el AMPc unido.

Se determinó que el número de moléculas de AMPc que L_J_

ne Ia subunidad regalatoria es el doble de los que se u­

nen a la holoenzima al formarse el compleío ternario h_c_>

Ioenzima-AMPC. Este desenmascaramiento de nuevos si­

tios de unión del AMPc ala proteina está vinculado con
la disociación de la holoenzima.

Se encontró que en el proceso de disociación de la hola

enzima se forma una especie molecular cuya actividad

quinósica es dependiente dela presencia de AMPCy que

une un número de moléculas de AMPc intermedio entre

los que une la holoenzima y la subunidad regulatorio.
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Esta especie molecular tiene un coeficiente de sedí

mentación de 6.85 S con un peso molecular aproximado

de 200 K y podria corresponder a la especie trimérica

RC.
2

Se describe un método de purificación de la subunidad

catalitica a partir de la holoenzima de Mucor. Este mé­

todo se fundamenta en la particularidad dela holoenzi­

ma de formar un compleío ternario estable con el AMPC,

Io cual permitió utilizar una cromatografia deafinidad

con AMPc-agarosa para lograr la separación absoluta de
sus subunidades.

Se estudiaron las interacciones homólogas y heterólogas

entre las subunidades regulatorias y cataliticas de Mucor

y de un organismo eucarionte superior (corazón de coba­

yo).

Estos estudios revelaron que la afinidad de Ia subu­

nidad regulatorio de Mucor por la subunidad catalitica

homólogo es mucho mayor que por la subunidad cataliti­

ca heteróloga y que la afinidad entre las subunidades re_

gulatorias y cataliticas de la holoenzima de corazón de

cobayo.
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Esta alto afinidad seria consecuencia no sólo de la

particularidad de la subunidad regulatorio sino tambíen

de las caracteristicas de la subunidad cafaliti'ca de Mucor.. /
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