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INTRODUCCTION

Gracias a sus propiedades catalfticas, las enzimas permiten a
los organismos vivos efectuar el conjunto de las reacciones quimicas del
metabolismo; por otro lado determinadas enzimas, situadas por ejemp.o
en el cruce de diferentes vias metabblicas, son capaces de adaptar su

actividad a las necesidades celulares.

Lstos mecanismos de regulacifn han sido detectados y caracte-
rizades a lo largo de los filtimos veinticinco afios, indicando que la ac
tividad catalftica de una enzima, puede ser modulada a través de tres
mecanismos diferentes:

- por modificacibn covalente de su cadena polipeptfdica, fos-

forilacién, accién proteolftica, etc.. (1)

- por interaccibn con molé&culas pequeias, no relacionadas es-
tructualmente con los sustratos o productos de la reaccibn
enzimitica catalizada, es decir una regulacibn alostérica.

~ por interaccibn con otras moléculas proteicas capaces de mo

dificar su actividad o cambiar su especificidad.

La enzima elegida para realizar el presente estudio, la fosfo
rilasa b de mfisculo de esqueleto de conejo, se encuentra sometida, a la
vez, a los tres tipos de regulacién indicados, siendo la primera enzima
para la que se detectaron mecanismos de requlacifén por modificacibén co

valente (2) y alostérica (3,4).

Ampliamente estudiada (5-9) presenta sin embargo un gran ntime
ro de problemas por resolver; afin no se conoce cual es el mecanismo ca-

talftico, ni los papeles exactos que en el desempenan las dos moléculas



de AMP capaces de fijarse por monfmero (10-13) y la coenzima (14, 15).

El hecho de que se encuentre en el mfisculo a concentraciones
del orden de 7,0 mg/ml o superiores (16) y el estar sometida a un com-
plejo mecanismo de control (17 hacen de ella uno de los sistemas enzi-

miticos mas atractivos para realizar estudios cuimicoffsicos.

Diferentes estudios realizados con fosforilasa b (18-20) han
puesto de manifiesto la alta flexibilidad conformacional de la enzima,

necesaria por otra parte para poder explicar su comportamiento en diso-

lucién.

Adem8s de las modificacibnes de caricter ocufmico que la fosfo-
rilasa b experimenta, estd sometida a modificaciones de su esctractura
conformacional por accibén de la temperatura (20), pH (21) y concentra-
cibn de enzima (13).

En nuestro caso hemos llevado a cabo un estudio de los efectos
inducidos por estas tres variables en el sistema enzim&tico. Si bien es
cierto que alguno de los efectos asociados al pH ya latemperatura se -
producen en unas condiciones que en principio podrfan considerarse poco
fisioldgicas, los estados inducidos presentan caracterfsticas muy similgv
res a las de los estados estabilizados por accifn de diversos efectores
en un rango de temperaturas mas préximo al fisiolégico, pudiendo ser uti
lizados quiz&s como mecanismos de modificacifn enzimdtica capaces de si
mular los efectos producidos por otros efectores en condiciones cue su-

pondrfan una mayor complejidad del sistema enzimitico.

Los objetivos del presente trabajo han sido:
1.~ Caracterizacién mediante técnicas fisicas de la transicibn
conformacional dependiente de la concentracidn de enzima

que presenta la fosforilasa b de mfisculo de esqueleto de



conejo.

2.- Efecto que la transicién conformacional dependiente de la
concentracifn de enzima ejerce sobre los mecanismos de ac
tivacién alostérica, por AMP y fosfato, y covalente por
conversi6n a fosforilasa a.

3.~ Modificaciones en el entorno de la coenzima, asociadas a -
la transicién conformacional dependiente de la concentra-
cién.

4.- Efecto de la temperatura y el pH sobre los estados confor
macionales de la fosforilasa b y su interaccién con AMP y
fosfato. -

5.- Caracterizacibén de las interacciones heterotrdpicas entre

el activador alostérico AMP y el fosfato.
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CAPITULO I

FOSFORILASA b: CONOCIMIENTOS ACTUALES SOBRE LA ENZIMA

I. 1.- ACCION CATALITICA

La fosforilasa b de mfisculo de esqueleto de conejo, (d-l-4-glucan-orto

fosfato glucosiltransferasa, EC.2.4.4.1), cataliza " in vivo ", la de-
gradacidn del glucSgeno a glucosa-l-fosfato, la cual es metabolizada

inmediatamente dentro de la ruta glucolitica.

glucdgen?n+1) + Py = glucﬁgenon + G-1-P

La reaccidn inversa es catalizada "in vivo" por la sinteta

sa del glucSgeno (1).

Constituye uno de los pocos casos, conocidos hasta ahora, de
enzimas sometidas a los tres tipos de regulacibn descritos en la intro

duccibn.

1.~ Su acitividad catalfitica puede ser regulada por fosfori
laci6n de la serina 14 de su cadena polipeptfdica. Esta modificaci6n
covalente, que supone la transformacién de la forma inactiva, la fosfo

rilasa b, en la activa, la fosforilasa a, es realizada por la fosfori-
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lasa guinasa, segflin el siguiente esguema de reaccién (2),

2 fosforilasa b + 4 ATP —— fosforilasa a + 4 ADP

siendo‘catalizada la reaccién inversa por la fosforilasa fosfatasa.
Este mecanismo de activacibn, por modificacién covalente, tiene lugar
durante la contraccién muscular (3); la sefial que provoca "in vivo"
esta conversién,es el i6n Ca2+, que activa a la fosforilasa quinasa.
Esta enzima puede también ser activada por fosforilacibn, bajo la ac
cién de una quinasa dependiente del c-AMP, cuyos niveles dumentan por
el efecto de la adrenalina. El conjunto de todos estos modos de regula

cifn enzimidtica, se encuentra resumido en el esquema I, {(4).

2.~ La actividad de la fosforilasa b puede modificarse median
te un mecanismo alostérico, por accidn de pequefias mol&culas, unidas
no covalentemente; asf, en presencia de AMP, puede alcanzar niveles de
actividad similares a los de la fosforilasa a (5) y es inhibida por ac

cibn de la G-6-P, ADP y ATP (6).

El comportamiento de la fosforilasa b, por su activacién alos
térica, se?djustarfa al de un sistema tipo K, V, es decir no solo se mo
dificarfa la eficiencia catalitica, sino que se producirfa un aumento

de la afinidad hacia los sustratos (7).

3.~ "In vivo", la fosforilasa b se encuentra asociada a otras
proteinas, en la particula del glucfgeno. Esta asociacién modifica sus

propiedades, en particular su interaccifn con los nuclebtidos (8,9).

I. 2.—- PROPIEDADES ESTRUCTURALES

La forma mas activa de la enzima, tanto en la forma b, como en la a, es
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un dimero (10, 11) formado por dos unidades idénticas de peso molecular
97.415, formadas por 841 aminofcidos cada una (12) y una mol&cula de
piridoxal fosfato, que actua como coenzima, unida mediante una base de

Schiff (13) a la lisina 679 (14).

Mediante estudios de microscopia electr6nica, Chignell y col
(15), llegaron a la conclusi6én de que el dimero de fosforilasa b, esta
o

ba formado por dos subunidades elipsoidales, con dimensiones de 55 A x

o L]
65 A x 110 A, dispuestas simetricamente.

A partir de datos de difraccién de Rayos-X, de la fosforila-
sa cristalina, con una resolucibn de 6 i, Johnson y col (16) mostraron
ague el dimero de 1la enzima era una molécula compacta con dimensiones
totales de aproximadamente 63 g x 63 i x 100 i, resultados acordes con

los obtenidos por microscopia electrbnica.

Los valores obtenidos para el dimero de fosforilasa a, cris-
talizada en presencia de glucosa 50 mM, por Madsen v col. (17), a una

o -] o o
resolucibén de 3 A de la estructura cristalina, eran 55 A x 75 A x 85 A,

ligeramente diferentes de los anteriores.

El an8lisis comparativo de los datos de difraccibén de Rayos-X
de las fosforilasas b y a, (14, 16-19), indica una gran analogia estruc
tural entre ambas formas enzimdticas, correspondiendo las mayores di-
ferencias existentes, con un desplazamiento en la posicién de los vein
te primeros amino&cidos del extremo N-terminal de la cadena polip&pti-

dica, hacia el interior de la proteina, en la fosforilasa a.

La ordenacién tridimensional de la cadena polipeptjdica per
mite distinguir tres grandes zonas o dominios de o;ganizacidn estructu

ral: 1) .- Dominio N-terminal, formado por los residuos de amino&cidos
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1 a 311; 2).- Dominio de unibn del glucSgeno, formado por los aminofci
dos 322 a 420 vy 3).- Dominio C-terminal, constituido por los residuos

491 a 841 (14).

La cadena protéica del mon6mero de fosforilasa b, constituye

un cuerpo compacto, salvo por el desplazamiento de dos segmentos de la
cadena polipeptidica hacia el interior de la otra cadena, simetricamente
relacionada, en la zona de la interfase del dfmero. Los principales con
tactos, responsables al menos en parte del mantenimiento de la estruc-
tura dimérica, tienen lugar entre el segmento de cadena formado por los
residuos 36 a 44, que se pliegan sobre el sitio de fijacién del activa
dor alostérico, AMP, de la otra subunidad y entre la hélice formada por
los residuos 265 a 274 que hace contacto, de upna forma bastante amplia,
con la hélice antiparalela de la otra subunidad. Existe ademis otra zo
na de interaccibn, entre los residuos 248 a 262 de un monémero y el ple
gamiento de la cadena que conecta los segmentos de cadena formados por
los residuos 277 a 291 y 177 a 180 de la otra subunidad que foma el
dimero (14).

Aungque como ya se ha indicado anteriormente, la forma activa
de ambas fosforilasas b y a, es el dimero, la fosforilasa a en ausencia
de sustratos existe normalmente en estado tetramérico, si bien el equi
librio puede desplazarse hacia la formacibén del dimero, a concentracio
nes muy bajas de enzima (11), en medios con concentraciones salinas elg'
vadas (20), en presencia de sustratos y glucosa (10),.... La fosforila
sa b presenta normalmente un estado dimérico, aunque puede asociarse a
tetr8mero bajo determinadas condiciones, como son concentraciones altas

2+

de enzima, bajas temperaturas, en presencia de Mg~ , F , con AMP a ba-

jas temperaturas, .... (5, 7, 21, 22).
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La disociacibén del dimero en monbmeros, exige someter a la
enzima a condiciones bastante drdsticas, como son urea 1 M (23), trata
miento con p-mercuriobenzoato (24), medios distorsionantes de la confor
macibn enzimdtica (25), etc. lo que indica que las fuerzas responsables
del mantenimiento del dimero han de ser bastante diferentes de las

que mantienen la estructura tetramérica (26, 27).

El hecho de que temperaturas y pF bajos, favorezcan la for-
macibn del tetrdmero de fosforilasa b, parece indicativo de que las -
fuerzas responsables de su mantenimiento serian mas de tipo electrostéd

tico que de naturaleza hidrof6bica (27).

I. 3.~ COENZIMA: FOSFATO DE PIRIDOXAL

El fosfato de piridoxal, se encuentra unido a la fosforilasa b con una
estequiometrfa 1:1 ( 1 mol de PLP por mol de monfmero), (28). Presente
en todas las«{-glucan fosforilasas conocidas (29), es absolutamente ne

cesario para que exista actividad enzimitica (30).

En la fosforilasa de mfisculo se encuentra unido a la ligina
679 (14), formando una base de Schiff, dentro de un entorno hidrof&bi-

co (13, 31, 32), si bien ha de ser accesible al disolvente (33).

La reduccibn del doble enlace de la base de Schiff con BH,Na
sin mas que un pequeio descenso en la actividad catalftica (34), indi-
caba que la posible participacibn en el proceso catalftico no tenfa -
lugar a través del grupo carbonflico de la coenzima, en contraste con
su comportamiento en otras enzimas, en las que la reduccién del grupo

aldehido del PLP, daba lugar a una inactivacibn completa (35)

El estudio de la influencia de la coenzima sobre las propie-
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dades estructurales y cataliticas de la enzima, puso claramente de mani
fiesto que el PLP desempenaba al menos un papel estructural, como esta
bilizante de la conformaci6n de la fosforilasa nativa (27, 36-40). Aun
que su separacifn de la enzima no llevaba a un desordenamiento general
de la enzima nativa (41, 42), la estructura cuaternaria de la apoenzi-
ma presentaba menor estabilidad, tendiendo a disociarse o a formar -
agregados de orden superior, dependiendo de la temperatura, concentra-

ci6n de enzima, pH,etc y era menos estable ( 27, 36, 43, 44).

El amplio an8lisis estructual llevado a cabo con fosforilasa
b recoh;ﬁitﬁida con diferentes anflogos de PLP, puso de manifiesto que
gran néﬁero de las fosforilasas asi reconstituidas, a pesar de que pre
sentaban propiedades estructurales anfilogas a las de la enzima nativa,
eran catalfticamente inactivas, lo que parecfa sugerir que ademds de
su accibn estructural la coenzima podfa desempefiar un papel en el pro-

ceso catalftico.

No existe ningfina évidencia que pueda considerarse concluyen
te sobre la participacién del PLP en la cat8lisis de una manera direc-
ta, sin embargo, a lo largo de los estudios indicados anteriormente, se
fueron acumulando gran nGmero de datos que parecen apuntar hacia el gru
po fosfato en posicifn 5 como el candidato mas id6neo, entre todos
los grupos funcionales de la molécula de PLP, para participar en la ca

t8lisis, actuando como transmisor de un Il+ (37, 38, 48, 49).

Para que la enzima reconstituida con un anilogo de PLP pre-
sente actividad catalitica es preciso que exista, en la posicibn 5, un

sustituyente con dos grupos ionizables (27, 37, 38, 45).

Aunque la enzima reconstituida con piridoxal es inactiva, Pa

rrish y col. (39), encontraron que en presencia de iones fosfato, fos-
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fito o fluorofosfato era capaz de activarse hasta niveles del 19 %,

atribuyendo este efecto a la unién del dianifn al sub-sitio del fosfato

de la coenzima, de una manera no covalente.

El estudio de la dependencia de los valores de activacifn maxi
ma y de la constante de Michaelis del fosfato, en funcién del pH (50),
indican la dependencia de ambos con respecto a un grupo ionizable, con
un pK de 6,1, que podrfa corresponder a la constante de ionizacibén
del segundo grupo ionizable del PLP, en un entorno hidrofilico. Aunque
la molécula de PLP debe de encontrarse en un entorno hidrof6bico, en
el cual, el pK del segundo grupo ionizable del fosfato de la coenzima
seria de 9,3, el grupo del cual depende la actividad catalftica en esta
zona de pH no podria corresponderse con el primer grupo ionizable del
fosfato del PLP, con un pK de 6,5 en ese tipo de entorno (38), si consi
deramos que la enzima reconstituida con el monometil ester de piridoxal,
al que le corresponderia el mismo pK para su inico grupo ioniz&ble, es
inactivo (38). El estudio de RMN del 31P realizado por Helmreich y col,
(51), indicaba que aungque el estado de ionizacibn de la coenzima para
la enzima sola no variaba en esa zona de pH, si lo hacfa en presencia
de AMP y sustratos; lo que podrfa significar que al menos en la confor
macién activa, el grupo fosfato podria encontrarse en un medio hidro-

fflico.

Vidogff y al (45), encontraron gue una variacibén d=2 los pKs
de los grupos ionizables situados en posici6n 5, daba lugar a un despla
zamiento en la zona del pH Sptimo para la actividad en el mismo senti
do.

31

Helmreich y col (52), utilizando RMN del P, para estudiar

la coenzima en las fosforilasas b y a, encontraron que la estabiliza-



1

cibén de la conformacidn activa de la enzima, coincidfa con la formacién

del estado doblemente ionizado del fosfato de la coenzira.

El anflisis de la estructura de la fosforilasa b, mediante
difracci6én de Rayos-X a 3 i de resolucifn (14) y de la fosforilasa a
a 2,5 R indicaba que el cofactor se encontraba situado en el centro del
monémero, de acuerdo con los datos que indicaban su posicifn en un en-
torno hidrofébico, a una distancia del sitio de unibén de la G-1-P de

o o
8 A en la fosforilasa b v de 7,2 A en la fosforilasa a.

Illingworth y Brown (30) habian demostrado previamente gque no
existfa entercambio isotofico entre la G-1-P marcada radiactivamente en

el fosfato y la coenzima.

Los resultados recientemente obtenidos por Graves y col. (54)
para la fosforilasa a, reconstituida con diferentes anilogos de PLP,
parecen indicar que la coenzima podria desempefiar, ademis, un papel en
el control de la defosforilacién de la fosforilasa a por accibn de di-

ferentes efectores, como cafefina y glucosa.

I. 4.- ACTIVACION ALOSTERICA

Los efectos requladores ejercidos sobre la actividad de la fosforilasa
de misculo han sido interpretados, a nivel molecular, en base a la exisg
tencia de equilibrios entre diferentes estados conformacionales posi-
bles, pudiendo ser estabilizados los mas activos por fosforilacibn co-

valente o a través de la unién de AMP.

Basindose en datos de fijaci6n de diferentes ligandos y estu
dios de activacibn, Madsen y col. (55) y Buc (56), sugirieron que la
regulacifn alostérica de la fosforilasa b, se ajustaba al modelo concer

tado de transicién entre dos estados propuesto por Monod y col. (57).
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Uno de los hallazgos mas interesantes realizados por Buc (56), de acuer
do con los hechos que podfan predecirse a partir del modelo de Monod,

era la no absoluta dependencia de la fosforilasa b, con respecto a AMP
para ser activa; asf, a elevadas concentraciones de fosfato, podian al
canzarse niveles de actividad comparables a los obtenidos a saturacién

de AMP.

Un anilisis mas detallado del proceso de activacidén de la en
zima, a bajas concentraciones de AMP (%8) y de la respuesta cin&tica
en el estado estacionario, a la accibén de diferentes anfilogos del acti
vador alostérico (7, 59), hicieron necesario un mayor nlmero de estados
conformacionales en equilibrio, para explicar el comportamiento ciné&ti

CO.

El estudio de variaciones en la estructura de la proteina,
por accibn de la unibn de diferentes ligandos, (modificacifn del espec
tro de absorci6n ultravioleta, fluorescencia, valoracién de grupos cis
teinas, paramagnetismo...) llevaron a la formulacifn de diferentes equi
librios conformacionales para la fosforilasa b, por diversos grupos,
(60, 61) sin embargo laadscripcibn de estados conformacionales en base
a este tipo de determinaciones, puede plantear bastantes dificultades
debido a:

1.- La dificultad para discernir si los efectos observados re
flejan grandes cambios en la estructura terciaria y cuaternaria de la
enzima o pequefas modificaciones estructurales en la proximidad del gru

po 0 grupos cuyo comportamiento estamos :siguiendo.

2.- La interpretacifn de la mayoria de las medidas est&ticas
en términos de cambios conformacionales, de una manera inequivoca, es

dificil, por el hecho de gque solamente permiten medir propiedades pro-
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medio del sistema, que pueden ser indicativas de diferentes grados en

desplazamiento de un mismo equilibrio conformacional.

La aplicacién de técnicas de cinéticas rdpidas (salto de tem
peratura y flujo retenido), al estudio de los equilibrios conformacio-
nales de la fosforilasa b, en presencia y ausencia de AMP y sustratos,
en funcibn de la tempetratura y el pH, llev6 a Buc y col. (62) a postu-
lar la existencia al menos de tres estados conformacionales, uno de lo

cuales presentaba una gran tendencia a asociarse a tetr8mero.

Ademis de AMP, la enzima puede ser activada o inhibida por 1
accibén de gran nimero de anflogos del activador alostérico (59, 63-65)
de ellos el finico con significacifn a nivel biolbgico es el IMP. Black
vy Wang (7), sugirieron en basea diferencias en el comportamiento cata-~
litico en presencia de AMP o IMP, que la transicibn alostérica implica
da en la activacibn por el nucledtido, constaba de dos procesos, en el
primero de los cuales aumentaba la afinidad de la enzima hacia el sus-
trato y en el sequndo la efic¢iencia catalitica. Segfin este esquema, la
unién de IMP producirfa unicamente el segundo proceso, mientras que la

unifén de AMP induciria los dos.

La utilizacibn de diferentes andlogos del activador alostéri’
co (59, 63, 65-67) permitid ademids determinar que no existfa una corre
pondencia directa entre fijaci6n del activador alostérico y activacién

Las conclusiones mas importantes de estos estudios eran las siguientes

1.- Las tres partes de la mol&cula de AMP estaban implicadas
en su unibén a la enzima (59, 63, 65) siendo los puntos de anclaje por
parte de la base, el grupo amino en posicifén 6, los nitrfgenos en posi
cién 1 ¥y 3 y el anillo imidaz6lico y por parte de la ribosa el -OH en

posicién 2°'.
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2.- £l mantenimiento del grupo -OH en posici6bn 2' de la ri-

bosa era fundamental para la activacién.

3.~ Era necesaria la presencia del grupo fosfato y ademis en
la posici6n 5' de la ribosa para que existiese activacibén. Las dos Gni
cas excepciones las constitufan el 5'fosforamidato de adenosina (63),
y el 8-{(m-(m-fluorosulfonil-benzamido)-benziltio) adenina (67), que -
eiendo an8logo de la adenina se une covilentemente a la enzima y la ac

tiva hasta niveles del 24 %.

Los estudios de fijacién de AMP, IMP v ATP a la fosforilasa
b en estado cristalino, a una resolucibén de 3 i, realizados por Johnson
y col. (14), indicaban que la unién del nuclebtido a la enzima se rea-
lizaba a través del grupo fosfato, que interaccionabaelectrostaticamen
te con la arginina 309 y quiz&s con la 308; el grupo -OH en posicibn
2' de la ribasa, que forma enlaces de hidr6geno con la glutamina 72 de
su propia subunidad y quiz8s con la asparagina 42 de la otra subunidad
del dimero; la base hacfa ‘contacto mediante el grupo amino en posicién
6 con la tirosina 75. Existen adem&s interacciones entre la base y la
otra subunidad del dimero, a través de los residuos 43 a 45 y probable
mente con los amino&cidos siguientes al 311. Tanto el AMP como el IMP

parecen unirse en su conformacibn anti.

En 1970 Wang y col. (68), mediante medidas calorimétricas, de
terminaron la existencia de dos sitins de unibén para AMP por monémero,
resultado confirmado posteriormente por otros autores (39, 69). Moran-
ge y col. (39) demostraron ademis la existencia de doS sitios de unibn
con diferente afinidad hacia la adenina, corzesoondiendoeﬂ(ﬁﬁaxima afi
nidad hacia la base con el de menor afinidad hacia el nucledtido. El

hecho de gque los niveles miximos de actividad se alcanzasen a concentra
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ciones de AMP , correspondientes a la saturacién de la primera clase
de sitios de AMP, hizo que no se étribuyese ningln papel sobre la ca
télisis a la saturacibén de la segunda clase de sitios de uni6n, aunque

en presencia de glucfSgeno su afinidad hacia AMP se viese aumentada

(70).

Ambas zonas de unibén del nucledtido han sido identificadas,
mediante la utilizacién de Rayos-X, en las fosforilasas a y b (71, 79)
atribuyéndose a la fijacién de la adenina, a su sitio de mayor afini-
dad y al AMP, a su segunda clase de sitios de unién (situado a unos 10
i del sitio catalftico), un efecto inhibidor de la catflisis enzimitica,

al menos en la fosforilasa a.

Merino y col. (72) encontratron que la entalpfa de interaccién
enzima - AMP, a saturacibn de las dos clases de sitios de unibn del
activador alostérico, en funcibén de la concentracifn de enzima, presen
taba una abrupta discontinuidad entre 2,6 y 1,5 mg/ml, atribuyé&ndolo
a una transicibn conformacional entre dos estados dependiente de la con

centracidn de enzima.

La fijaci6n de AMP ejerce un efecto heter6tropico positivo -
sobre la fijaci6n del glucBgeno, G-1-P y fosfato (5) y presenta compe-
ticifn exclusiva hacia la fijacifn de G-6-P, ADP, ATP y glucosa, todos

ellos inhibidores de la actividad enzim&tica (6).

El an8lisis combinado de los diagramas de difraccibn de Rayos
-X y del comportamiento cinético de la fosforilasa a, en funcibn de la
concentracién de maltocheptosa, utilizada como anileogo del glucbgeno,
permitieron identificar un sitio de almacenamiento del polisac8rido, si
tuado sobre la superficie de la molécula a 25 A del sitio de mayor afi

o
nidad hacia el nucleotido y a 33 A del sitio catalftico, con propieda-
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des reguladoras del comportamiento catalftico (73).

En el esquema II podemos ver un diagrama de la estructura tri
dimensional del mondmero de fosforilasa b y sus principales sitios de

unibén, obtenido a partir de la referencia 14.

Las propiedades termodinfmicas y catalfticas de la fosforila-
sa b, presentan un discontinuidad al estudiar su variacién en funcién
de la temperatura (50, 58), efecto atribuido a la existencia de una tran
sicibn conformacional dependiente de la temperatura, al parecer relacio
nada con el entorno de la coenzima, puesto que mddificaciones en su for
ma de unién a la fosforilasa b, hacen que el comportamiento en funcién

de la temperatura de la-misma, sea absolutamente normal (50, 58).

La velocidad catalftica de la fosforilasa b, es méxima a pH
6,5, siendo el intérvalo de pH 6ptimo para la actividad 6,0 - 7,5 (50).
El perfil de la variacién de la velocidad m&xima de catdlisis y de la
constante de Michaelis del fosfato en funci6én del pH (50), permitidé con
cluir, que los auténticos sustratos de la enzima eran las formas dianié
nicas del fosfato y de la G-1-P, asf como la existencia de dos grupos
ionizables esenciales para la actividad catalftica, posiblemente una -
histidina y el grupo fosfato de la :coenzima. Uno de ellos es altamente
modificado por la transici6n conformacional que experimenta la enzima -

en funcidén de la tempertatura.

I. 5.~ OTROS MECANISMOS DE ACTIVACION DE LA FOSFORILASA b

Vandenbunder y col. (74) encontraron que en presencia de compuestos hi-
drof6bicos, alcoholes alifiticos principalmente, la fosforilasa b podia
activarse hasta niveles del1l40% (caculado con respecto a la velocidad -

m&xima de catilisis en presencia de AMP 1 mM), sin necesidad del ac-
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ESQUEMA II
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Trazado esquemitico del monfmero de fosforilasa b, visto en 1la

direcci6n del eje cristalogr&fico Y, con los principales sitios
de unién. Los sitios de mayor y menor afinidad hacia el activa-
dor alostérico han sido denominados con las letras N e I respec

tivamente. ( Referencia 14 ).
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tivador alostérico y hasta niveles del 150 - 170 % en presencia de

AMP y alguno de los alcoholes alifdticos por ellos utilizados. E1 com-
portamiento de la enzima asf activada era bastante similar al de la fos
forilasa a , con respecto a sus propiedades de agregaci6n, afinidad ha

cia AMP y comportamiento cinético.

Resultados similares fueron encontrados recientemente por -
Graves y col. (75) trabajando con una serie mas amplia de disolventes
orgénicos; el efecto de activacifn mas pronunciado era inducido por la

accibn de éteres metilicos de glicoles.

Mientras que Vandenbunder y col. atribuyeron el fenSmeno de
activacién, asi como la inhibicién que se producfa a concentraciones de
los alcoholes superiores a las necesarias para activar la enzima, a in
teracciones de caracter hidrof6bico, que hacian accesibles al medio de
terminados aminodcidos hidrof6bicos, Graves y col. , indican, que la -
activacidn podria explicarse en base al efecto que los disolventes ejer
cen sobre las constantes de fijacibén de los sustratos y el activador,
sin analizar el origen de los cambios enzimiticos responsables del au-

mento de la afinidad de la enzima hacia AMP y G-1-P.

Buc y col. (76) al estudir el efecto que la presencia del fos
fato ejercia sobre el proceso de unién de AMP, utiliz&ndo para elloE -
AMP, encontraron un doble efecto. A concentraciones bajas del sustrato
se producfia una salida del marcador fluorescente, £ -AMP, debido quiz&s
a un competiciGn con el grupo fosfato, mientras gue a concentraciones
superiores del sustrato, el desplazamiento del nucleotido era seguido
de un proceso lento de recaptacién del mismo por parte de la enzima, -
con caracteristicas semejantes a las de la unibn del activador a la for

ma a de la enzima. Este filtimo proceso tenia una K1/2 para la fijaci6fn
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del fosfato bastante sunerior a la de fiiacién del sustrato (77) , y
del orden de las concentraciones del mismo que activaban a la enzima -

hasta niveles préximos a los inducidos en presencia de AMP (56).

Estos hechos podrian relacionarse con los previamente encon-
trados por Graves y col. {( B), al estudiar la accibn de diferentes sa-

les sobre la actividad de la enzima.

Los datos hasta ahora expuestos, unidos a la influencia que
la fijaci6n del AMP tiene sobre el fosfato unido covalentemente a la se
rina 14 y el extremo N-terminal de la cadena polipeptidica (52, 79),
as! como la relacifn entre todos los sitios de regulacibn y el sitio ca
talftico, encontrada por Madsen y col. (79) al estudiar la unién de AMP
a la fosforilasa a, nos indujeron a pensar en la posibilidad de un me-
canismo general de activacibn de la fosforilasa, a través de dos proce
sos interaccionantes entre si} uno de é¢llos debido al cambio conforma-
cional que la cadena proteica experimenta por fijaci6n del fosfato a la
serina 14 o por la accibn de determinadas sales, entre ellas el propio
sustrato, sobre este sitio regulador, que producirian un cambio en 1la
constante dielé&ctrica de los aminodcidos del extremo M-terminal (78)

{ comparable iquizds al efecto de activaci6n producido por los disolven
tes orgénicos ); y un segundo proceso debido a la accifn directa del -
activador alostérico, de tal forma que cuanto mayor fuese el efecto ac
tivador producido por modificacifin del segmento N- terminal, menos de-
pendiente seria la fosforilasa b con respecto a AMP, para ser catalitji

camente activa.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

II. 1.- PREPARACION DE FOSFORILASA b

El método seguido para la nreparacién de la fosforilasa b de msculo de
esqueleto de conejo, fue el descrito nor Fischer v Krebs (1), utilizan—‘
do e-mercaptoetanol como reactivo de grunos sulfidrilos en lugar de L-
cisteina (2). La enzima se recriztalizaba al menos tres veces vrevia-

mente a su utilizacidn.

Diariamente, antes de ser utilizada, la enzima se centrifugaba
a 4.000 r.p.m., durante veinte minutos; se eliminaba el sobrenadante,
se redisolvia en tamndn glicilglicina ( SIGMA ) v se pasaba por una co-
lumna de Sephadex G-25 medio ( PHARMACIA ), equilibrada previamente con’
el mismo tamndn. A continuacidn se trataba con carbdén activo durante
diez o quince minutos, para eliminar comoletamente el AMP y el Mg2+ uti
lizados para su recristalizacidn.

La concentracién de enzima se determind esnectrofotometricamen

te, utilizando un coeficiente de extincidn Ei zm

de 13,2 a 7280 nm, pH
6,9 vy 30 °C (3). La relacidn de absorbancias a 260 y 280 nm era inferio
a 0,54.

E1l tampndn utilizado en los estudios realizados en el presente
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trabajo, con la fosforilasa b, era el siguiente: clorhidrato de glicil-

2 2

glicina 5 x 10 M (SIGMA), ClK ( RIEDEL ) 5 x 10

4

M, EDTA (CARLO ERBA)

2x10 "My fp- mercaptoetanol (MERCK) 5,7 x 107% M, a pH 6,9 a 25°C.

II. 2.~ PREPARACION DE FOSFORILASA QUINASA

La fosforilasa quinasa de mfisculo de esqueleto de conejo se preparf se-
gGn el método descrito por Krebs (4), con algunas modificaciones intro

ducidad por Cohen (5).

Una vez muertos y desangrados los conejos, se diseccionan los
misculos de los dorsales y de las patas; una vez picados, se homogenei-
zaban durante diez o éuinée minutos con tres volGmenes de agua destila-
da, manteniendo el pH del extracto entre 6,5 y 7,0 con TRIS (SIGMA} 2 M.

El extracto se filtraba sobre gasa y después sobre lana de vidrio, pa-

ra eliminar material lipfdico, manteniendo la temperatura a 4°C.

El pH del extracto frio, se ajustaba a 6,1-6,2 con &cido acé-
tico 1 N; se dejaba durante diez minutos en un bafio de hielo, centrifu-
gando a continuacifn a 6.600 r.p.m. durante 30 minutos.

El precipitado se resuspendid en?:—glicerofosfato (sIGMA) 0,1

3

M, EDTA 4 x 10 " M a pH 8,2, utilizando un volumen aproximadamente igual

al del precipitado recogido y se dilufa en p -glicerofosfato 5 x 10—2 M,

EDTA 2 x 10 2

My pH 7,0 hasta un volumen final de aproximadamente 200
ml por cada kg de carne utilizada en la preparacién. La suspensifn se -
centrifugaba a 78.000 x g durante cien minutos y el sobrenadante era cui

dadosamente decantado a través de lana de vidrio.

La proteina se precipitaba con un volumen de una disoucién sa

turada y fria de sufato amdnico neutra (MERCK), por cada dos volGme-
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nes de disolucidn enzimdtica, agregado gota a gota v con agitacidn con-
tinua. Después de dejarla durante 10 minutos en hielo, la susvensidn se
centrifugaba durante 10 minutos a 10. 0N0x g. El sobrenadante era elimi-
nado y el precinitado se resugendia en un volumen pequefio de @-glicero-

fosfato 5X10° 2 =2

M y EDTA 2x10 M a oH 6,8, siendo dializado a continua-
cidn durante una hora frente al mismo tampdn. El dializado se clarifica
ba, centrifugandc durante 2 minutns a 15.000xg, v se almacenaba congela

do.

II. 3.- PREPARACION DE FOSFORILASA a

La fosforilasa a se prepard a partir de la forma b de la enzima nor fos

forilacidén con fosforilasa Kinasa, en opresencia de ATP ( SIGMA ) y MgQT

La conversidn de la fosforilasa b en a, se realizd a 30 °C en
un medio que contenia 1 volumen de enzima en tampdén glicil-glicina a
pH 6,9, mezclado con 1 volumen del medio de activacidn de la kinasa y
dos volimenes de tampdn glicil-glicina - TRIS a pH 8,6. E1 pH final del

medio de reaccidn asi preparado era 8,2.

La reaccidn se iniciaba con la adicidn de la fosforilasa kina-
sa, en cantidades variables para obtener una actividad enzimltica cons-
tante, preparada seglin se indicd en el apartado anterior de este canitu

lo.

La cinética de conversidn era seguida por el aumento de la ac
tividad catalitica de la fosforilasa en ausencia de AMP, en funcidn del
tiempo; vara ello se tomaban alicuotas y se paraba la reaccidn diluyen-

do 100 veces v enfriando a & °C.

E1l tampdn glicil-glicina utilizado en la conversidn de fosfori
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lasa b en a no contenia EDTA, por'ser inhibidor de la actividad catali
tica de la fosforilasa kinasa (6).

La composicién del medio de activacidn de la fosforilasa kina

- - - +
sa era: ATP ux107% M, Ac Mg ux10™% M, clca ux10™* M y FNa 0,2 M. E1 Ca’
se utilizaba para activar la kinasa (7) y los iones F  nara inhibir 1a

accién de posibles fosfatasas.

IT. .- RESOLUCION DE LA ENZIMA

El estudio de la reactividad del PLP frente a reactivos carbonilicos,
en funcidén de la concentracidn de enzima y en ausencia de agentes defor
mantes de la conformacidn enzimdtica, se realizd utilizando hidroxilami
na 0,1 M como reactivo de aldehidos, a pH 6,5 v 28,6 °C (8), en tampdn

glicil-glicina sin @-mercaptoetanol.

La reaccidn se iniciaba por adicidén de un volumen de hidroxil
amina ( SIGMA ) a pH 6,5 a otro volumen de enzima, de concentracidn ade
cuada para obtener concentraciones finales compnrendidas en el intérvalo
0,2 - 5,0 mg/ml, llevada también previamente a nH 6,5 con ClH, incuban

do a continuacién durante una hora.

La reaccidn se paraba por dilucidn de 1:20 de las muestras de
reaccidn v se tomabhan muestras por duplicado para determinar la activi-
dad catalitica de 1a enzima. la resolucidn de la enzima se siguid, nor-
malmente, mediante medidas de la actividad catalitica de la enzima, mas
que nor determinacidn directa del PLP unido, debido a la simplicidad del
método (8). Las cinéticas de activacidn se realizaron en el sentido de
la sintesis de glucdgeno, por determinacidn del fosfato liberado a par-

tir de G-1-P siguiendo el método de Baginski v col (9, 11),.
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El % de actividad se calcul6 con respecto a los experimentos
de control, realizados en las mismas condiciones pero en ausencia de hi

droxilamina.

Las determinaciones directas del PLP unido a la enzima después
de ser tratada con hidroxilamina, se hizo expectrofotométricamente, tras
separar la coenzima unida Porprecipitacifn con &cido perclérico 1,2 N o
tricloroac&tico al 40 %, hasta concentraciones finales de 0,3 N y el 7 %
respectivamente (11, 12), utilizando un coeficiente de extincién molar

a 295 nm de 6.250 cm_1 M-l (8).

II. 5.—- MEDIDAS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

La reaccibn catalizada por la fosforilasa es:

P, 4 glucbgeno G-1-P + glucbgeno
n

{n+1)

In vivo, el equilibrio se encuentra desplazado en el sentido
de la degradacibn del polisac8rido, siendo catalizada la sintesis del

mismo, por la sintetasa del glucSgeno (13).

En el presente trabajo, las medidas de actividad catalftica,
a partir de velocidades iniciales se hicieron tanto en el sentido de sin

tesis como en el de degradaci8n del polisac&rido.

En el primer caso, se siguif el procedimiento descrito por Hu
y Gold (14). La composicibén del medio de reacci6én (50 pl) era : AMP 10—3.

2

M, G-1-P 7,5 x 10 ° M, glucbégeno 1 % y fosforilasa b1 Mg aproximadamen

te, utilizando glicil-glicina como tamp6n a pH 6,8 y 30°C.
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El Pi formado se determiné por el método de Baginski y col. (9, 10}. 1i
geramente modificado (14), basado en la formacifn de &cido fosfomolfbdi
co y su posterior conversifn en azul de molibdeno, que absorbe a 840 nm;
para ello, las muestras de reaccibn (60 fd) se dilufan con agua destila
da (0,5 ml) y se trataban a continuacién con tres reactivos, a intérva-
los de 9 minutos, A (0,5 ml), B (50)11) y C (0,4 ml) cuyas composiciones

eran:

REACTIVO A.- Acico asc6rbico (MERCK) 2,4 %, EDTA 0,1 % y &cido tiiclorg

acético (RIEDEL) 12 8%.
REACTIVO B.- Molibdato ambénico tetrahidratado (MERCK) al 6 %.

REACTIVO C.- Citrato sb6dico dihidratado (RIEDEL) 3 %, arsenito s&dico -

anhidro (B.D.H.) 3 § y &cido acético 3 %.

La determinacién del n°de micromoles de Pi formados por minu-
to y miligramo de enzima se realiz6 utilizando una recta patr6n que re

lacionaba la absorbancia a 840 nm con la concentracifn de Pi en el medio.

La actividad en el sentido de la degradacién del glucdgeno se
midi6 utilizando el procedimiento descrito por Helmreich y Cori (15), ba

sado en el siguiente esquema de tres reacciones acopladas.

glucégeno(n+l) + Pi gluc6genon + G-1-P
G-1-P == G-6-P

fosfoglucomutasa
G-6-P + NADP ™= NADPH + &cido-6-fosfoglucénico

G-6-P deshidrogenasa

En presencia de una concentracién suficientemente alta de -
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NADP, el equilibrio puede ser desnlazado a la derecha y la variacidn de
la absorbancia a 340 nm, caracteristica del NADPH, en funcidn del tiemno,
permite determinar la actividad catalitica de la fosforilasa b. Fl coe-

ficiente de extincidn molar del NADPH a 34N nm es B,2?x103 cm—jIL M1 (16).

La composicidn del medio de reaccidn era: glucbdgeno 0,2 %,

3

Ac Mg 8,9x10 ° M, NADP ( SERVA ) S,Hxlﬂ—u M, fosfoglucomutasa 1 U/ml,

2
G-6-P deshidrogenasa ( BOLCHRINGER ) ,7 U/ml y una concentracidn de fos
forilasa b variable, de tal manera que la variacidén de la absorbancia

con el tiempo fuese del orden de 30 - 40 mDO/ min. Las concentraciones

de AMP y Pi (MERCK ) eran variables y se indicardn en cada caso.

La nureza de todos los nucleotidos se comnrobbd mediante cro-

matografia en capa fina de PEI celulosa (17, 18).

Se considerd como 100 % de actividad a una concentracidn de
sustratos dada y a cada temneratura, el valor de la actividad catalitica

médxima alcanzada a saturacidn de AMP en esas mismas condiciones.

IT. 6.- MICROCALORIMETRIA

El calor de reaccidn asociado a la interaccidn de la fosforilasa b con
los diferentes ligandos estudiados se midid utilizando microcalorimetros
LXB 1n700-1 y 10700-2 de flujo y batch respectivamente, de conduccidn

térmica, basados en el princinio de los calorimetros gemelos (19, 30).

La sensibilidad de los avaratos era tal, que permitia medir ca
lores de 0,9 mcal con un error maximo de un 0,B %, siendo la nrecisidbn

del 0,3 % nmara calores del orden de 0,01 cal.

Los apmaratos fueron calibradospreviamente por métods quimicos
y eléctricos, siguiendo el procedimiento descrito nor Wadso v col. (19,

20).
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En cada experimento, el calor de dilucidn del reactivo era anu
lado directamente, mediante la utilizacidn de la célula de referencia en
el calorimetro de batch y tomando como base este calor en los exnerimen
tos realizados en el calorimetro de flujo. El calor asociado en cada ex
perimento a la dilucidn de la enzima fue medido en experimentos indepen

dientes v descontado del calor total de reaccidén de cada experimento.

La estabilidad de la enzima durante el periodo de tiempo nece
sario para alcanzar el equilibrio térmico, a cada tempertura de reaccidn,
se comprobd mediante la determinacidn de su actividad catalitica al -

princivio y al final de dicho periodo de tiempo. '

“IX. 7.- ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA

Los experimentos de velocidad de sedimentacidn se realizaron con una ul

tracentrifuga BECKMAN, modelo E, con Scanner fotoeléctrico.

Las velocidades de sedimentacidn variaron de 20.000 a 60,000
r.n.m. segiin el tipo de exnerimento a realizar, utilizindose el disno-
sitivo 6ptico Schlieren o Scanner, denendiendo de la concentracidén de -

enzima utilizada.

Las determinaciones del coeficiente de sedimentacién se reali
ron a temperaturas comnrendidas entre 12 v 30 °C, siendo la constancia

de la misma en cada experimento de * 0,5 °C.

Los coeficientes de sedimentacidén aparentes obtenidos, se ror
malizaron a condiciones standar de un disolvente con la densidad y visco

sidad del agua a 20 °C, utilizando la ecuacidn

- n (1 -ve )
S = S —- —_N20,w’
20,w Yonw (1 -9 e )
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donde S es el coeficiente de sedimentacibén corregido para condicio-

20,w
nes standar, S el coeficiente sin corregir, ? 37¢ la viscosidad v densi
dad del disolvente a cada temperatura, v el volumen esnecifico parcial

anarente de 1la protelna,(’zn,w y‘?zn’w la densidad y viscosidad del a-
gua a 20 °C. Estric-tamente hablando, deberian utilizarse la densidad v

viscosidad de la disolucién, pero si la concentracién del soluto tien-

de a cero, pueden aoroximarse a 1los del disolvente.

La densidad del disolvente a cada temmeratura se midid utili-
zando un dznsitdémetro digital ANTON PAAR DMA-02, termostatizado. La pre

6

cisibén experimental del aparato era de + 2X10 °~ g/ml, para lo cual las

oscilaciones de temperatura del termostato no excedian de #(1-2) 107 30c.,

La viscosidad del disolvente a cada temmeratura, fue medida
con un viscosimetro automitico FICA VISCOMATIC MS,provisto de tubos de -
dilucidn tipo UBBELOHDE de 9X0,046 cm. Los tiemnos de caida se median
automaticamente con precisién de msg, mediante una célula fotoeléctrica.

La variacidn de la temperatura no era sunerior a * 0,02 °C.

II. 8.- DETERMINACION DE VOLUMENES ESPECIFICOS PARCIALLS

La determinacidn del volumen especifico parcial dela nroteina se reali-
24 a partir de la variacidén de la densidad de la disolucidn, en funcibn
de la concentracidn de enzima. Las ecuaciones bésicas utilizadas han si

do previamente deducidas por Casassa v Eisenberg (21).

La relacidn entre el incremento de la densidad de una disolu-
cibén y el volumen parcial de sus componentes, vuede determinarse nor di
ferenciacién de la expresidén ( 1 ), con relacidén a la concentracién de

los componentes de la disolucidn.
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n
‘O=é1mk M/ VL 1)

e densidad de la disolucidbn

m molalidad del componente k

M, Peso molecular del commonente k

k
Vi volumen de disolucidn que contiene un kg de disolvente nrincipal

Asi, para el comnonente j-mo, tenemos:

j i
"’T’"'kﬂ ( 2

v

c. concentracidén del componente j-mo en g/ml

Gi volumen especifico parcial del componente 7

Para disoluciones muy diluidas del comnonente i, (ci~—ﬂn),
mediante un desarrollo en serie de Tavlor de la densidad en torno a
cy= 0, la ecuacidén ( 2 ) se transforma en la ecuacién ( 3 ), cuva aproxi

macidn lineal, ecuacidén ( 4 ), es independiente de g ( Los superin-

dices 0, indican extranolacidn a concentracién cero nara s

(1-9. &% 2
€ 3) (D_Q. ="‘—‘lc—(1—5_.1r‘.g+0(cg )+...]

acj D’T’mkgﬁ (1—vjcj)
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=<1-\7je°) Cu)

P
5

[N

p’T’mkﬁj

En el caso de que uno de los componentes sea una macromolécula
la existencia de posibles interacciones entre esta y otros comnonentes
de la disolucidn, hace que el volumen especifico parcial de la misma,
determinado a potencial quimico constante de los demids componentes de
la disolucidn, no sea un volumen especifico parcial real, sino aparente
debido a gue el incremento de la densidad que se produce al variar 1la
concentracidn de la macromolécula, seria el que corresponderia a la va-
riacidén de la concentracién del componente macromolecular mas la canti-
dad adicional de aquellas especies del sistema que interaccionen con la
macromolécula, vy que estarian incluidad en ella. En este caso y extrapg
lando a concentraciones muy diluidas del componente macromolecular ( en
nuestro caso una enzima ), al que designaremos con el subindice 2, 1la
variacidn de la densidad con relacién a la concentracién de proteina,
a presidn, temperatura y notencial quimico de los demds componentes de
la disolucidn constantes, vendria dada por la ecuacién ( 5 ), donde .{1'0
k
es un parametro asociado a la interaccidn entre el componente k y la

macromolécula.

N 40,0, I 0
5—82 =(1-v;e)+§2~fk (5
paTa,y- N

t
7]< significaria el niimero de moles de este componente que ha-
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bria que afiadir a la disolucidn por gramo de proteina, para mantener cons

tante su potencial quimico, al variar la concentracién de proteina.

.1 O M
71 M a m, 'D,T,/L

2
G; es el volumer especifico parcial anarente de la oroteina

definido como:

-t - n + -
Ve = v, +3% Y « 7))
2 .2 ki!;? k 'k

Vy volumen molar parcial del componente k.

Desde un punto de vista formal, G; nodria ser considerado co
mo el volumen especifico parcial de un comoonente 2?2 , definido nor la

inclusidén en un gramo de proteina de las cantidades de las especies in

Q m.
teraccionantes con ella, necesarias para hacer que(z;;l) = 0.

psT,m
Por analogia con el volumen especifico determinado a molalidad

constante o en ausencia de interacciones preferenciales, nodemos esta-

blecer la siguiente ecuacidn:

(%%) :(1-4,(&) € 8)

'D,T,}(

siend0¢)un volumen especifico parcial aparente, cuva relacidn con el vo
lumen especifico parcial anarente U;, vendria dada por:
n £0
=z vy - aQ
2 eo ( )
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evidentemente, en ausencia de interacciones preferenciales entre el com

ponente 2 y los dem&s elementos de la disolucién, ¢ serfia igual a 5;

Las medidas de densidad se realizaron con un densit6metro di
gital DMA-02 (22) a 25 °C. Cada serie de medidas fue precedida y segui

da por la determinacién de la constante de calibrado del aparato.

Las disoluciones de enzima para cada serie de medidas, se pre
pararon mezclando pesos conocidos de disolvente y una disolucibn de en
zima, equilibrada en el mismo disolvente, cuya concentracién se habila
determinado espectrofotom8tricamente. La concentraci6n de enzima real,
de cada solucibn asi preparada, se determind a partir de estos valores

y de la densidad de la muestra resultante.

II. 9.- DIFUSION DE LUZ

La actividad catalftica de la fosforilasa b, a 1,0 vy 3,0 mg/ml, se mi-
di6 en la direccibén de sintesis del gluc6geno, utilizando almidén ( SIG
MA ) como aceptor de moléculas de glucosa. La G-1-P se purific6 segfin

el método descrito por Fukui y col (24).

El crecimiento de la cadena del polisacdrido se siguib a par
tir del incremento de la intensidad de luz difundida, a &ngulo fijo con
respecto a la radiacibén incidente, debido al aumento del peso molecular

del azucar en funcibn del tiempo.

El tratamiento de los datos se hizo utilizando como punto de

partida la ecuacitn de Debye (23), para la difusib6n de luz.

2 .2 ;
dn | 2
0 (F=) M c (1)

I _ I0 n
90 r2 4

Z
>
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Considerando la diferencia de tamano entre la molé&cula de
enzima y el polisac8rido, la intensidad de luz difundida, era debida

tundamentalmente al segundo.

Si denominamos n al nGmero de moléculas que difunden luz
por unidad de volumen y que no existe sintesis de nuevas molé&culas de

gluc6geno, a partir de G-1-P (24,25),

oy
NA

cC =n

con lo cual, la ecuacibén ( I ), podemos expresarla como:

I
siendo A =-—%

dn .
Puesto que ('HE ) no varia para los azlicares en un amplio
rango de concentraciones, al menos diez veces superior al utilizado por
nosotros, y es independiente del nfimero de monosaciridos que lo forman

(26), podemos considerarlo constante en la ecuacibn ( 2 ).

El peso molecular del polisacirido en el tiempo t; podemos
expresarlo en funci6n de la velocidad promedio de cat&lisis, V, una
vez alcanzado el estado estacionario, segGn la ecuacién

M=M, +Vt €3)

Siendo M0 el peso molecular extrapolado a tiempo cero, con lo cual tene
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mos,

1/2 /2 4 _
Igp = By (g5) (My+ 7V t) (4)

Si denominamos Sm, al valor de la pendiente en el estado estacionario,

1/2 MO
190 =8 (2;- + t ) (5)

m
Salvoe que conozcamos el valor de n, este método no nos permite calcu-

lar mas que velocidades relativas para la sintesis del polisac&rido.

Las medidas de difusifn de luz se realizaron en un fotogonio
difusSmetro FICA, modelo 42.000, provisto de un bafio de xileno termos-

tatizado a 25% 0,05 °c.

El aparato se calibr6 con benceno, de acuerdo al procedimiento
descrito por Kratohvil y col (27). Se utilizé benceno puro como referen
cia, por lo cual se aplic6 el factor de correccifn debido a la diferen
cia de indices de refraccib6n del disolvente y del benceno (28). La re-

lacibén de Rayleigh para el benceno a 25 °C y 546 nm era 16,3 X 107% cml

(29). El polvo de las disoluciones utilizadas para este tipo de me

didas, se elimind filtrando a través de filtros Millipores HA de 0,45

/Mm y centrifugando durante dos horas a 4 °C y 16.000 g.

Las células utilizadas, Gpticamente perfectas, eran de la ca

sa FICA.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

III. 1.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE ALGUNAS PROPIEDADES

FISICAS DE LA FOSFORILASA b

Merino y col., al estudiar el efecto de la concentracibn de enzima sobre
la entalpia de interaccibn de la fosforilasa b con diferentes nucle6ti-
dos, entre ellos AMP (1, 2), encontraron una abrupta variacifn de esta
magnitud termodin&mica entre 1,5 y 2,5 mg/ml. La diferencia en la ental
pia de interaccifn no podfa explicarse en base a los diferentes niveles
de agregacién inducidos por el nuclebtido; este hecho, unido a la dife-
rencia en el comportamiento de los grupos cisteinas lentos de la enzima
(3), al ser valorados con DTNB (4), hizo gue dichos autores postulasen
la existencia de una transicib6n conformacional dependiente de la concen

tracifbn de enzima.

Basdndonos en estos hechos, iniciamos el presente trabajo, es
tudiando algunas de las propiedades fisicas y termodinfmicas de la enzi
ma, que pudiendo ser sensibles a cambios conformacionales de la estruc-
tura enzimitica, nos permitiesen confirmar la hipStesis formulada por

esos autores.

Las propiedades estudiadas han sido: volumen especifico par--
cial aparente, coeficiente de sedimentacibén y entalpia de dilucibn de la

enzima.
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Estudios similares habian sido realizados previamente con la
fosforilasa b (5 - 8), bajo diferentes condiciones experimentales, sin

encontrar ninguna anomalfa en el comportamiento enzimdtico.

La determinacifn del volumen especifico parcial aparente de la
enzima, a presifn, temperatura y molalidad de los componentes del tam-
p6n constantes, se realiz6 a partir de la variacifn de la densidad de 1la
disolucibn en funcibn de la concentracién de enzima, siguiendo el pro-

cedimiento descrito en materiales y métodos.

Seglin puede verse en la figura 1, la densidad de la disoluciébn
es funcibn lineal de la concentraci6n de enzima, con una discontinui-
dad entre 1,8 y 2,4 mg/ml, seguida de un aumento en la pendiente de la

recta, a concentraciones superiores a 2,4 mg/ml.

Los volumes especificos parciales aparentes obtenidos segfn la

ecuacibén ( 8 ) del apartado II. B de materiales v mé&todos son: ¢= 0,753

|+

0,003 ml/g, para concentraciones inferiores a 1,8 mg/ml, y ¢'= 0,733

+

0,001 ml/g, para concentraciones superiores a 2,4 mg/ml.

El valor del volumen especifico parcial a concentraciones bajas
de enzima es similar al obtenido por Cori y col. (5) y Cohen y col.(3)
2n glicerofosfato y en presencia de B-mercaptoetanol 1,5 mM; por otro
lado, el valor obtenido por Seery y col. (7) en ausencia de B-mercapto-
etanol, es similar al obtenido por nosotros a concentraciones superiores

a 2,4 mg/ml.

Una variaci6én del volumen especifico parcial puede ser debida
a diferentes efectos: cambios en los estados de agregacifn o solvatacién

de la enzima, o un cambio de forma del dimero de fosforilasa b.

La primera de estas posibilidades se estudif mediante experimen
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FIGURA 1.- Variacidn de la densidad de la fosforilasa b en funcifn de

la concentraci6n de enzima, a 25°C y pH 6,9 .
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tos de velocidad de sedimentacién, realizados a 40.000 r.p.m. y 25 °C.
La variaci6bn de 520'w con la concentracidn de enzima, presenta un hibi
to similar, desde un punto de vista cualitativo, al de la variacién de
la densidad en funcién de la concentracibn, aunque la pequefia magnitud

del efecto observado y la precisibén experimental de la técnica, hacen

dificil asignar un peso especifico elevado a estos resultados.

Hasta 2,0 mg/ml, la enzima tiene un coeficiente de sedimenta-
cibn SZO,w de 8,040,2 S; entre 2,0 y 2,5 mg/ml se produce un descenso
de aproximadamente 0,3 S y por encima de esta concentracibn, el coefi-
ciente de sedimentacifn presenta una dependencialineal con la concentra
cibn, caracterfistica de sistemas gue agregan. Unicamente a las concentra
ciones mas altas de enzima puede observarse un pequefio porcentaje de te
trémero, del orden del (2-3) % a 6,0 mg/ml, resultado concordante con

los datos obtenidos por Pocovi (9).

La variacibén observada en el coeficiente de sedimentaci6bn
entre 2,0 y 2,5 mg/ml es contraria a la inducida por efecto de la agrega

cibn a concentraciones mas altas de enzima.

La existencia de un cambio de solvatacidén no asociado a una
variacibn en la forma, o a cualquier otro proceso relacionado con la con
formacifn de la enzima, es bastante improbable, puesto que el Gnico pard

metro variable es la concentracién de enzima.

La posibilidad de que el fen6émeno detectado reflejase un pro
ceso de desaturacifn entre la enzima y alguno de los componentes del
tampén, fue comprobada por Merino y col (4}, mediante medidds de fluo-
rescencia, valorad®n de grupos cisteinas y espectroscopfa diferencial,
a diferentes concentraciones de EDTA, el Gnico de los componentes del

tampbén presente a concentraciones comparables a las de la enzima, obte-
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FIGURA 2.- Variacibn del coeficiente de sedimentacién de la fosfori-
lasa b en funcibén de la concentracién de enzima, a 25°C y

PH 6,9.
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niendo un resultado negativo.

La interpretacién de lds resultados de volumenes especificos
y sedimentacifén como un cambio de forma del dimero de fosforilasa b, es
consistente con la gran variaci6n de otra de sus propiedades hidrodiné-
micas, la viscosidad intrinseca, en el mismo intervalo de concentracio-
nes de enzima; por debajo de 1,6 mg/ml, la enzima presenta una viscosi-
dad intrinseca [n]= 5,2+40,2 ml/g y una constante de Huggins, K'= 0,48+
0,03; a concentraciones superiores a 2,4 mg/ml, [ n}= 2,98+0,02 ml/g y

K' = 40,4+0,3 (10).

Los datos de viscosidad a concéntraciones superiores a 2,4 mg
ml pueden considerarse indicativos de un cambio én la forma, hacia una
conformacién mas compacta, a la que le corresponderfa un vdlumen especi
fico parcial aparente menor, de acuerdo con nuestros resultados, y en

la que las interacciones moleculares serfan - mas elevadas.

El incremento de entalpia asociado al desplazamiento del equi
librio conformacional entre dos estados, dependiente de la concentra-’
cibn de enzima, se detrminé por dilucibén de la misma desde una concentr
ci6n inicial constante de 4,0 mg/ml a concentraciones finales variables
(figura 3); a partir de estos datos, puede estimarse una entalpfa de -
trinsito, desde el estado conformacional estabilizado a concentraciones
altas de-enzima al de mas baja concehtracién,de -(102 + 10) kJ/mol de
monémero. .

El hecho de gue el desplazamiento del eguilibrio conformacio~’
nal tenga lugar en un rango de concentracién de fosforilasa b, compara-
ble al existente en el mfisculo (6), hace plantearse su posible signifil
cado a nivel biol6gico. A partir deﬂos datos hasta ahora presentados, n

podemos concluir mas que su existencia, pero no la naturaleza del proce



FIGURA 3.- Entalpia de dilucién de la fosforilasa b en funcifn de 1la
concentracién final de enzima, a 25°C v pH 6,9; (énziméj

jnicial 4,0 mg/ml.
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so o procesosfue la originan; por ello, el estudio de la interaccibn en
zima-AMP y enzima-sustrato, llevado a cabo en el presenta trabajo, ha
sido realizado simultaneamente a dos concentraciones de enzima, 1,0 y
3,0 mg/ml, inferior y superior al intervalo de concentracién de enzima
en que se produce la transicifn, intentado obtener una mayor informacibn
que permitiese concocer tanto el significado biolBgico, al menos seg@n
lo que los datos "in vitro" permitiesen concluir, como la naturaleza de

los procesos implicados en el cambio.

I1II. 2.- EFECTO DE LA TEMPERATURA Y EL pH SOBRFE LA INTERACCION FOSFORI-

LASA b - AMP Y FOSFORILASA b - FOSFATO

La fosforilasa b de mGsculo de esgueleto de conejo, es estable entre pH
5,0 y 9,5 (11), produciendo la separacién del cofactor un estrechamien-

to del intervalo de pH de m&xima estabilidad a'5,5 y 8,5 (12).

El estudio de determinadas propiedades enzim&ticas, como son
el comportamiento espectrosc6pico del PLP, tanto de absorci6én como fluo
rescente y la actividad catalftica, dentro del intérvalo de mixima esta
bilidad muestra claramente la existencia de cambios estructurales en la

enzima que no afectan sin embargo a su estabilidad (12).

A pH &Scido o b&sico, se produce un desplazamiento del equili-
brio entre las diferentes formas tautfmeras de la coenzima, estabilizé&n
dose el estado favorecido en medios hidrofilicos, lo gue supone un aumen

to de la exposici6bn del cofactor al disolvente (13).

El perfil de la variacién de Vm&x con el pll presenta dos lim-
bos, uno 4cido y otro b&sico, correspondientes a la ionizacién de dos
grupos esenciales para la actividad enzim&tica, con pKs de 6,12 y 7,03

a 30 °C, siendo mé&xima a pH 6,5 la actividad catalftica (14).
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La fosforilasa b presenta una transicifn conformacional depen
diente de la temperatura, detectada a partir de medidas de RMN,cinéticas

y termodin&micas (14 - 17).

El intérvalo de temperatura en gue se produce el desplazamien
to del equilibrio conformacional varfa entre 13°C (15,16) y 22°C (18),

segfin la t&cnica utilizada para detectarlo.

La conformacién estabilizada a bajas temperaturas presenta ma
yor afinidad hacia el activador alost&rico, menos coperatividad en los
procesos de unibén de ligandos, mayor tendencia hacia la formacién del
tetrémero y mayor eficiencia catalftica que la que le corresponderfa -
teniendo en cuenta los resultados cinéticos a alta temperatura (16,17,

19).

Desde el punto de vista de la catflisis enzim&tica, adem&s del
descenso relativo de vméx. con la temperatura, €xiste una gran diferen-
cia entre‘la variacifén de &sta con el pH a 30 y 15°C (14). A esta tempe
ratura se produce un desplazamiento del pK del grupo &cido esencial para
la actividad enzimdtica hacia zonas mas bajas de pH, de tal forma, que -
no se produce descenso en Vmax_ cuando el pH desciende por debajo de 6,4
(14) . Kasvinski y Mever (14), sugirieron que-el grupo responsable de es

te comportamiento podfa ser el fosfato de la coenzima.

A 30°C la fijaci6n del Pi depende de un solo grupo ionizable
con un pK de 6,56, correspondiente a la segunda constante de ionizacién
del propio sustrato; por descenso de la temperatura a 15°C, la fijacién
de sustrato se hace dependiente de la ionizacif6n de dos grupos enzimdti

cos, cuyos pKs 6,00 y 6,60 varfan por fijacién del sustrato (14).

Por reduccién del doble enlace entre el cofactor y la lisina

679, la variacién de Vmgx . con el pH.era practicamente idéntica a 30 y
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15°C (14).

Helmreich y col. (16) encontraron un descenso en la afinidad

de la apoenzima hacia AMP por debajo de 16°C.

Estos hechos hacfan pensar gue la transicién conformacianl de
pendiente de la temperatura era sensible o dependiente del modo de unibn

del PLP a la proteina.

El desplazamiento del equilibrio conformacional en funcibn de
la temperatura, no solo hace que la constante dqtijacién del AMP sea
mayor a bajas temperaturas, sino que influye en el modo de unifn del ac
tivador a la enzima; a altas temperaturas la formacién del complejo bi-
nario AMP-enzima es un proceso rédpido, con un tiempo de residencia del
nuclebtido del orden de 102 us, mientras que a bajas temperaturas la -

unién del activador es capaz de inducir en la fosforilasa b un estado

conformacional que une lentamente al AMP, cuyo tiempo de residencia pa-
sa a ser del orden de milisegundos. Este comportamiento es similar al -
que presenta la unién de AMP a la fosforilasa a, a altas temperaturas

(20).

Todos estos datos son concordantes con los obtenidos por Shi-
momura y Fukui, quienes encontraron, mediante estudios de dicroismo cir
cular, que el enfriamiento del sistema fosforilasa b AMF por debajo de
13°C era suficiente para generar una forma de enzima, semejante a la a

(21) .

El estudio por técnicas de cinéticas rédpidas de los equilibrios
conformacionales de la enzima en funcién de T, pH y concentraciones va-
riables de AMP, realizado por Buc (17), le llevé a proponer el siguiente

esquema conformacional para la fosforilasa b.
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Helmreich y col (16) y Radda y col (15) postularon sendos es-
quemas conformacionales para la enzima, que analizados en profundidad
pueden ser equivalentes, asf como el propuesto por Madsen y col (22),
al formulado por Buc y col (17), si bien en algfin caso existen diferen-
cias entre las propiedades asignadas a cada uno de ellos. Una relaci6n
entre su esquema y el propuesto por Radda (15), ha sido ya establecida

por Buc (23).

III. 2 a.- ESTUDIO CALORIMETRICO DE LA INTERACCION FOSFORILASA

b - AMP EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

En el presente trabajo se ha estudiado calorimetricamente, el efecto de
la temperatura sobre la interaccién de la enzima con AMP a 14,0; 19,0;

21,0; 23,0; 25,0 y 30,0 °C , a dos concentraciones de enzima, 3,0 y 1,0
mg/ml. Los resultados obtenidos se encuentran representados en las figu

ras 4 a 11.

En todo el intervalo de temperatura estudiado, el AMP se une
a dos sitios con diferente afinidad por mondmero de enzima, a ambas con_

centraciones de enzima.

La entalpia de interaccibén fosforilasa b - AMP para el sitio
de mayor afinidad hacia el nucleftido, a ambas concentraciones de enzima,
presenta un incremento con la temperatura, figura 12, existiendo una -

discontinuidad en el intervalo de 19 a 23°C.

Excepto a 14°C en gue la entalpfa de interaccién para la pri-
mera clase de sitios de unibn, es practicamente idéntica a 1,0 y 3,0
mg/ml, la unién de AMP es mas exotérmica a bajas concentraciones de en-

zima,siendo la diferencia de entalpia de -(75-100) kJ/mol de monémero.

La constante de fijaci6n aparente ha sido calculada aplicando
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FIGURA 4.- Entalpfa de interacci6n fcsforilasa b - AMP a 14°C
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FIGURA 5.- Entalplfa de interaccifn fosforilasa b - AMP a 19°C.
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FIGURA 6.- Entalpfa de interaccibén fosforilasa b - AMP a 21°C,
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FIGURA 7.- Entalpfa de interaccién fosforilasa b - AMP a 23°C.
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FIGURA 8 - Entalpfa de interaccién fosforilasa b - AMP a 25°C.
Los experimentos indicados con-e- se realizaron en

ausencia de B-mercaptoetanol.
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FIGURA 9.- Entalpia de interaccién fosforilasa b - AMP a 25°C.
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FIGURA 10.- Entalpfa de interaccién fosforilasa b - AMP a 39°C.
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FIGURA 11.- Entalpia de interaccibn fosforilasa b - AMP a 30°C.
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FIGURA 12.- Variacidén de la entalpia de interaccién fosforilasa b - AMP

con la temperatura. A } Saturacién de la primera clase de
sitios de unién: -o- [Enzima] 1 mg/ ml; -A- (Enzima)3
mg/ml; - A - idéntico significado que -A - pero descontando
la contribucién debida a la entalpia de tetramerizacion.

B ) Saturacién de la segunda clase de sitios de unidn: -e-

[Enzimal 1 mg/ml; -& - [Enzima] 3 mg/mil,
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la ecuacibn de Hill (29).

La afinidad del AMP hacia la enzima, aumenta al descender 1la
temperatura desde (21-23)°C hasta 14°C; por encima de 25°C existe un des
censo de la constante de disociacifn aparente al aumentar la temperatu-

ra (TABLA I).

La coperatividad es creciente a medida que desciende la tempe
ratura, siendo m&xima entre 23 y 19 °C. Los Indices de Hill a 1,0 mg/ml

son superiores a los obtenidos a 3,0 mg/ml a la misma temperatura.

En la figura 12 se ha representado la variacién de entalpia de
interaccifn AMP-enzima, para ambas clases de sitios de unién, en todo el

intervalo de temperaturas medido.

El perfil de la curva de AH (saturaci6én de la segunda clase

I1
de sitios de unién) en funcién de la temperatura, es similar al de la -
saturacién de la primera clase de sitios de unién y presenta el aspecto

de una transicibén entre dos estados.

La constante de disociacifn aparente para la segunda clase de
sitios de unibén, presenta un descenso al aumentar la temperatura, aunque

las variaciones obtenidas son muy pequefias ( TABLA I ).

III. 2 b.- EQUILIBRIOS DE ASOCIACION==DISOCIACION INDUCIDOS

POR LA UNION DE AMP EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

El estudio de la variacibn en el estado de agregacién de la enzima indu
cido por la unifn de AMP, ha sido realizado por ultracentrifugacifn ana

liftica, entre 12 y 30°C.

Los experimentos de velocidad de sedimentacifén se han realiza

do a 1,0 y 3,0 mg/ml a saturacién de la primera y la segunda clase de
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sitios de uni6én de AMP a 20.000 y 60.000 r.p.m.

A 20.000 r.p.m. la velocidad de sedimentacifn no es suficiente
mente elevada para permitir la separacifn de las dos especies enzim&ti-
cas existentes, teniendo en cuenta sus pesos moleculares, por lo que la
variacibén del porcentaje de agregacibén se manifiesta unicamente en un -
aumento del coeficiente de sedimentacién promedio. La causa de realizar
también a esta velocidad los experimentos de velocidad de sedimentacién,
ha sido la variaci6n de volumen especifico parcial aparente detectado
en el primer apartado de resultados y discusién, entre 1,0 y 3,0 mg/ml.
Si la variacibn de volumen especifico sique existiendo en presencia del
activador alostérico, el estado conformacional estabilizado a 1,0 mg/ml
podria desplazarse por accibén de la presibn hacia el estado de 3,0 mg/ml.

El estudio comparativo de los resultados obtenidos para la con
centracibn mas baja de enzima, a 20.000 v 60.000 r.p.m., puede permitir
nos determinar la existencia de un cambio de volumen especifico, asft co
mo la posibilidad de que la constante del equilibrio por accién de 1la
presifn, se desplace de tal manera que se estabilice el estado de menor
volumen especifico parcial aparente en todo el intervalo de concentracio

nes de enzima estudiado.

La asociacifn de la enzima a tetrfmero, inducida por la unién
de AMP presenta una dependencia bastante compleja con la temperatura,
figura 13, v existen claras diferencias entre los resultados obtenidos

a 3,0 y 1,0 mg/ml.

De acuerdo con los datos previamente publicados por Wang y col
(24), la saturacién de la primera clase defitios de unidn favorece el -
proceso de asociacibn a tetr&mero, mientras que la saturacifn de los si

tios de baja afinidad produce una disminucibn del % de tetré&mero induci
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FIGURA 13.— Variacibn del coeficiente de sedimentacié6n en funcién de
la temperatura, de la fosforilasa b en presencia de AMP
1,2 y 10 mM. Enzima : -® - ing/ml; - A - 3mg/ml. Los ex
perimentos se realizaron a una velocidad de sedimentacibn

de 20.000 r.p.m..
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do por la unibn de la primera molé&cula de AMP por monfmero, y el % de

tetr&mero aumenta al disminuir la temperatura.

A 3,0 mg/ml y en presencia de AMP 1,2 mM el coeficiente de se
dimentacibn aumenta desde valores de 8,0 S, a 30°C,( pr6ximos al coefi-
ciente de sedimentacibén medido para la enzima sola a 25°C) harta 9,0 S
a (25-26)°C, estabiliz&ndose en este valor hasta temperaturas de 21-22°C
por debajo de las cuales se produce un répido incremento de la especie

de mayor peso molecular, el tetr&mero.

A concentracifn de 1,0 mg/ml, la variacién de 820'W con la tem
peratura presenta dos etapas, en la primera se produce un incremento del
coeficiente de sedimenéacién, al pasar de 30 a 27°C, estabiliz&ndose en
valores de 8,4-8,5 S desde 27 a 22°Cj; por debajo de esta temperatura se

produce un nuevo incremento de 520 W'
’

iLa saturacibén de dos sitios de unibén de AMP por mon6mero de
enzima, a 3,0 mg/ml, hace descender el % de tetramero con respecto a los
niveles obtenidos en presencia de AMP 1,2 mM. El coeficiente de sedimen
taci6n aumenta linealmente al descender la temperatura, para estabilizar
se en valores de 9,4-9,5 S desde 20 hastgl3°C; por debajo de esta tempe

ratura se produce un incremento del nivel de agregacién.

La variacién de 520’W en funci6n de la temperatura, en presen
cia de AMP 10 mM, a 1,0 mg/ml, es similar a la de 3,0 mg/ml, aunque el
aumento del coeficiente de sedimentacifn con la temperatura, se produce
en un intervalo mucho mas estrecho, 25-23°C, y el intérvalo de tempera-
tura en que se estabiliza se encuentra desplazado hacia temperaturas -

mas altas.

Los datos obtenidos a 20.000 r.p.m. no nos permiten obtener

mas que resultados cualitativos de la evolucién del equilibro dimero=*=
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tetrdmero con la temperatura, por ello se realizaron experimentos parale

los a 60.000 r.p.m., figura 14.

En estas condiciones hay que resaltar dos hechos:

1.- La velocidad a la que se alcanza el equilibrio dimero
tetrimero, inducido por la unién de AMP, es altamente dependiente de la
temperatura, de forma cue a las temperaturas experimentales mas bajas,
es preciso dejar evolucionar el sistema durante una hora, aproximadamen
te, para que no exista variacifn en el % de tetr&mero con el tiempo, mie’
tras que a altas temperaturas el equilibrio se alcanza de forma casi in
mediata.

2.- Existe un intérvalo de temperaturas,comprendido entre 21
y 26°C, en el que a pesar de observarse unafuerte asimetrfa en los dia-
gramas de Schlieren de la ultracentrifuga, no se separanlas dos especies
enzimdticas presentes. Este efecto puede ser debido a dos causas: a.-)
el equilibrio de asociacibn=—=disociacién es tan r4pido que no es posi-
ble la separaci6n de las dos especies en equilibrio, y se estd producien
do una reordenacibn constante del equilibrio a lo largo del experimento
de sedimentacifn. b.-) La existencia de interacciénes de tipo fisico muy‘
fuertes entre el dimeroy el tetrimero, de forma que no sea posible la se

dimentacib6n independiente de cada uno de ellos (25),

Los diagramas de Schlieren obtenidos a 60.000 r.p.m., han sido
descompuestos en la suma de sus dos componentes utilizando un analizador.
de curvas Dupont, modelo 310. El porcentaje de agregacifn y la constante
de asociacibn, KT’ se calcularon a partir de las areas bajo los picos co
rrespondientes a cada especie enzim&tica, TABLA II. Este tratamiento so

"lo ha sido posible para los datos a 3,0 mg/ml. Datos de'Light Scattering

(18), parecen indicar aque los resultados obtenidos a esta concentracifn



83

[Lal/[a1= "

I ¢ Lo s'62

LT 80 0’82

€T L's s‘6c 1 0T po 0‘Le

0T 'y 082 _“ 97 L0 0’9z

4 9'y 0ve _m b1 940 6se

T €9 o€z i oz 1’1 0¥z

szl £ 0‘ze 1€ T2 0°ce

8T v's 002 6€ pee 05T

¥4 viel 09T Ly 5's 091

sS 06 p’sT

sS 0‘6 0'vT

1% | otx® | do1 b oas [w,o0rx e T

W ,_01 [awv] W 0T X 2T [awy]

VENIVEEdWAL VI NOD NOIODVDHEOY d@d SINVLSNOD VI 2d NOIDVINVA

Il

¥18VYd



~56-

90

de enzima, son similares a los de 1,0 mg/ml.

Entre 25 y 30°C aparecen dos picos con coeficientes de sedimen
tacién 8,6 + 0,1 S y 12 S, correspondientes al dimero y al tetrémero de
fosforilasa b (24). La variacidn del % de tetrémero en este intervalo de
temperatura es pequefia, siendo los niveles de tetr8mero en presencia de
AMP 10 mM ligeramente inferiores a los obtenidos en presencia de AMP 1,2

mM.

Al descender la temperatura por debajo de 25°C, se oberva un
aumento de la asimetrfa de los diagramas de Schlieren, sin que el sis-
tema llegue a separarse en dos picogi;este hecho que ya ha sido indica-
do anteriormente, plantea un problema en elcdlculo de la constante de
asociacién, dado que aunque el anflisis de las curvas ponfa de manifies
to la existencia de dos especies enzim&ticas cun diferente peso molecu-
lar vy un aumento de la poblacibn de tetrédmero a medida que desciende la
temperatura, el coeficiente de sedimentacifn medio observado es constan
te con la temperatura, hecho en principio en desacuerdo con el aumento
del % de tetrfmero; sin embargo, los valores de las constantes de agre-
gacibén obtenidos concuerdan bastante bien con los valores de las cons-

tantes obtenidas a partir de medidas de "Light Scattering" (18).

A temperaturas inferiores a 21°C se sigue observando un incre
mento del porcentaje de agregacién y aparecen dos picos con coeficientes
de sedimentacién de 8,8+0,1 s para el dimero y 12-13 S para el tetréme-
ro, existiendo una tendencia a aumentar el valor de SZO'w de cada espe-

cie al descender la temperatura.

En presencia de AMP 10 mM no se observa a ninguna temperatura, el
fenbSmeno existente a saturaci6n de la primera clase de sitios de AMP en

tre 21 y 25°C, siendo la separacibén de los picos mas neta a iqgual tiempo
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FIGURA 14.- Variacién del coeficiente de sedimentacién de la fosfori
lasa b, en funcifn de la temperatura, en presencia de
AMP 1,2 y 10 mM.[Enzimd: - e - 1 mg/ml; - & - 3 mg/ml.
Los experimentos se realizaron a una velocidad de sédi-
mentacibén de 60.000 r.p.m.
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del experimento de sedimentaci6n.

El coeficiente de sedimentacifn del tetr&mero en estas condi-

ciones es 13,040,2 S.

Hay que sefialar tambien, la existencia de un aumento del coe-
ficiente de sedimentacifn del dimero a valores de 8,9+0,1 S por debajo

de 21°C.

En la figura 15 se encuentra representado ln KT en funcién
del inverso de la temperatura, pudiendo observarse una cortadura alrede

dor de 23-25°C.

Las entalpfas de Van't Hoff, para la tetramerizaci6én, calcula

das a partir de la figura 15 son:

a.- En presencia de AMP 1,2 mM

- AH

¢ = 45%5 kJ,/mol mondmero - T >25°C

- AH 176+ 15 kJ/mol monémero T <25°C

T

b.- En presencia de AMP 10 mM

- AHT

25+ 3 kJ/mol monSmero T <25°C

]

- AH 0+ 2 kJ/mol monSmero T >25°C

T

La contribucifn de la entalpfa de agregacifn a la entalpfia

de interacc¢i6n AMP-enzima, es pequefia, salvo a 14°C, ( ver figura 12 ).

Un hecho interesante es la diferencia en el comportamiento de
sedimentacién de la enzima a 1,0 mg/ml a 60.000 y 20.000 r.p.m. El1 aumen
to de la velocidad de sedimentacién produce un desplazamiento de la cur
va obtenida a 1,0 mg/ml hasta obtener valores idé&nticos a los de 3,0 mg/

ml, a la misma temperatura. Este resultado como ya indicamos al comien-
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FIGURA 15.- Representacién de Van't Hoff de la constante de tetrameri
zacibn Ky. - A - AMP 1,2 mM; - @ —~° AMP 10 mil. Enzima

3,0 mg/ml.
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zo del presente apartado podrfa considerarse indicativo de la existencia
de volumenes especificos diferentés al,0y 3,0mg/mly un desplazamien
to por accibn de la presibn de los estados conformacionales estabiliza-
dos a baja concentracibén de enzima, hacia los estabilizados a concentra
ciones de fosforilasa b superiores a aquellas en que se producfa la tran

sicibn conformacional dependiente de la concentracibén de enzima.

III. 2 c.—- ESTUDIO CALORIMETRICO DE LA INTERACCION FOSFORILA-

SA b - FOSFATO EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

La interaccibn entre la fosforilasa b y uno de sus sustratos, el Pi, ha
sido estudiada a 14,0; 19,0; 21,0: 23,0; 25,0 y 30,0°C, en las mismas

condiciones que para el activador alostérico AMP.

Los resutados obtenidos se encuentran sepresentados en las fi-

guras 16-22.

Una caracteristica general de todos ellos, es el elevadk valor

de la entalpfa de interaccibn, del orden de =-1600 kJ/mol de monémero.

La existencia de interacciones ibnicas que estabilizan la fija
cibn del sustrato ha sido demostrada a partir de los diagramas de di;rag
cibén de Rayos—-X, tanto para la fosforilasa b (26), como para la fosforji
lasa a (27), no solamente para el sustrato sino para los grupos fosfato

del nuclebtido, la coenzima y el unido covalentemente a la serina 14.

El efecto debido al grupe fosfato en la interaccifn enzima-AMP
parece estar de acuerdo con los resultados obtenidos para la fijacién
del sustrato. En la figura 24, pueden verse los datos obtenidos para la
fijacibn del 5'-fosforamidato de adenosina, un an8logo covalente del -

AMP en el que un grupo ~OH del fosfato ha sido sustituido por un grupo
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FIGURA 16.- Entalpfa de interaccién fosforilasa b - fosfato a 14°C.
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FIGURA 17.- Entalpfa de interaccifn fosforilasa b - fosfato a 19°C.
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FIGURA 18.- Entalpia de interaccidn fosforilasa b - fosfato a 21°C.
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FIGURA 19.- Entalpia de interaccién fosforilasa b - fosfato a 23°C,.
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FIGURA 20.- Entalpfa de interaccién fosforilasa b - fosfato a 25°C.
-~ 0 - en presencia de Adenina 2 mM. - e - en ausencia

de Adenina.
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FIGURA 21.- Entalpfa de interaccifn fosforilasa b - Fosfato a 25°C.
~ 0o - en presencia de Adenina 2 mM. - e - en ausencia de

Adenina.
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FIGURA 22.- Entalpfa de interacci6n fosforilasa b - Fosfato a 30°C.
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FIGURA 23.~ Variacifn de la entalpia de interaccién fosforilasa b -
Fosfato, a saturacién de sustrato, en funcifn de la tem

peratura. Enzima : - o - 1 mg/ml; - & - 3 mg/ml.

TanbusTee S
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FIGURA 24.~- Fntalpifa de interaccidén fosforilasa b - (5'-fosforamidato

de Adenosina) a 25°C.
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-NHZ. Hay dos hechos a destacar, el primero es el descenso en la afini-
dad del anilogo de AMP hacfa la enzima, ya indicado por Okazaki y col

(28), a partir de experimentos cinéticos, ratificando asf la importan-
cia del papel desempenado por el fosfato en la unibn del nuclebtido a
su primera clase de sitios de unién y elfsegundo es, que la sustitucitn
de un grupo protonable, ionizado en las condiciones de pH del medio de
reaccifn, por un grupo amino, produce un importante descenso en la en-

talpia de interaccibn, tanto para la fijacién a la primera clase de si-
tios de uni6n del activador, donde el proceso se hace endotérmico, como

para la fijaci6n a los sitios de menor afinidad, con respecto a los va-

lores obtenidos para el AMP.

La entalpfa de interaccién fosforilasa~fosfato presenta valo-
res muy pr6ximos a 1,0 v 3,0 mg/ml, siendo el proceso de unién ligeramen

te mas cooperativo a las concentraciones mas bajas de enzima.

El hecho de observar una misma entalpfia de interaccifén a ambas
concentraciones de enzima, no significa que la transicién conformacional
dependiente de la concentracifn, no exista en presencia del sustrato;
los valcres obtenidos por Pocovi (9) para la visvosidad intrinseca de la
enzima en presencia de Pi 20 mM, son idénticos a los obtenidos para la
enzima sola (10). Este resultado, pos permite concluir un hecho y es la
no necesaria correspondencia entre cambios conformacionales globales de
la proteina, reflejados por ejemplo en su viscosidad intrinseca y cambios
en zonas muy localizadas de la misma, que pueden permanecer invariantes

a pesar de la existencia de cambios estructurales profundos.

En la TABLA III se encuentran recogidos los valores de las cons
tantes de disociaci6n del fosfato, calculadas mediante la ecuacifn de

Hill.
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III. 2 d4.- EFECTO DEL pH SOBRE LA INTERACCION FOSFORILASA b-

AMP Y FOSFORILASA b - FOSFATO

Los resultados hasta ahora expuestos, se realizaron manteniendo el pH
en 6,9 a 25°C; el tampbn glicil-glicina tiene un coeficiente de varia-
ci6n del pH con la temperatura de -0.03 unidades de pH / °C, teniendo
en cuenta estos datos, los experimentos en funci6n de la temperatura
han sido realizados en un int&rvalo de pH que va desde 6,75 a 30°C has

ta 7,23 a 14°C.

Los valores de las entalpfas de interacci6n enzima-ligando son
por tanto una funcibén doble de la temperatura y el pH. Un anilisis mas
profundo de los datos pfesentados hace necesario separar ambas contri-
buciones, para ello se han llevado a cabo experimentos calorimétricos
y de sedimentacibn a 25°C y a pH 6,66 y 7,23, cubriendo todo el inté&r-
valo de variacifn de pH asociado al intérvalo de temperaturas compren-:

dido desde 14°C hasta 30°C.

En las figuras 25 y 26 se encuentran representados los resulta
dos obtenidos para la unifén de AMP a la enzima a pH 7,23 y 6,66 respec

tivamente.

El anilisis comparativo de los resultados obtenidos en funcibn
del pH muestra un descenso de la entalpfa de interacci6n asociada a ca
da una de las dos-‘clases de sitios de uni6n, al variar el pH por encima
o por debajo de 6,9 y un acercamiento entre los datos obtenidos a con-

centraciones de 1,0 y 3,0 mg/ml de enzima, (figura 27).

Fl descenso del pH a 6,66, muy préximo al de méxima actividad
{(14), produce un incremento considerable de la afinidad del AMP hacia
sus clases de sitios de unibn, de forma que a 1,0 mM de AMP se encuen-

tran saturados practicamente dos sitios por monémero.
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FIGURA 25.- Entalpfa de interaccién fosforilasa b - AMP a 25°C y

pH 7,23.
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FIGURA 2€6.- Entalpfa de interaccién fosforilasa b - AMP a 25°C y
pH 6,66. Recuadro: Escala ampliada de los datos ante
riores para la primera y segunda clase de sitios de

unidn.
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FIGURA 27.- Variacién de la eptalpta de interaccién fosforilasa b -
AMP en funcién del pH. Cn el recuadro superior se han re
presentado los resultados obtenidos bara la saturacién
de los sitios de mayor afinidad; -e- [Enzima] 1lmg/mi;
-&- [Enzima] 3mg/ml. En el recuadro inferior se han re-
presentado los mismo datos pero para los sitios de débil

afinidad; -o- [ Enzima] 1mg/ml; -A- [Enzima 3mg/ml.
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Otro hecho interesante, en estas condiciones de pH, es la ap
rici6én de una tercera regibn de saturaci6n para AMP en la enzima, a co

centraciones de nucle6tido superiores a 2 mM.

En la TABLA IV se encuentran recogidos los valores experimen
tales obtenidos para las constantes de disociacifn aparentes del AMP a

los tres pHs estudiados.

Los niveles de agregacifn inducidos por la unién del ligando
a saturacifn de cada una de sus clases de sitios de unifn, son también
dependientes del pH, (figura 30), siendo menores a medida qgue el pH se

hace mas alcalino.

La constante de velocidad del equilibrio dimero —=tetrimero
es dependiente del pH; mientras que a pH 6,9 y T=25°C, a saturacibn de
los sitios de mayor afinidad, se obtenian diagramas de Schlieren asimé
tricos, a pH 6,66 y 7,2, a 60.000 r.p.m., aparecen dos picos con coe-
ficientes de sedimentacibn de 8,2+0,2 S y 1240,2 S. A saturacibn de la
segunda clase de sitios de unibn de AMP aprecen dos picos con coeficie

tes de sedimentacibn de 8,8+0,1 y 12+0,2 S.

En presencia de AMP 8 mM, a pH 6,66 se produce un incremento
de la poblacién del tetr@mero del 8% con respecto del obtenido a satu-

racién de dos sitios de unifn por monbmero.

El efecto del pH sobre la fijaci6n de AMP puede tener lugar
a través de una accibn directa sobre el sitio de fijaci6n del nuclebti

do o a través de un desplazamiento del equilibrio conformacional.

Los resultados calorimétricos obtenidos en el presente traba
jo pueden justificarse basdndonos en dos hip6tesis diferentes, cada un.

de las cuales puede referirse a cada uno de los posibles modos de ac-
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TABLA Iv

VARIACION DE LAS CONSTANTES DFE DISOCIACION DE AMP

EN FUNCION DEL pH

[Enzima] 3,0 mg/ml [Enzima] 1,0 mg/ml
pH |k, x 10" M|k _ x 103 Ml pu (k. x 10 M |k x 103 M
I 11 1 11
7,20 3,6+0,2 | 3,5+0,2 7,20| 3,4+0,2 3,540,2
6,90 5,040,3 | 4,6+0,2 6,90| 4,0+0,1 4,6+0,3
6,66/ 0,9+0,03 | 0,7+0,02 U 6,66 0,9+0,03 | 1,0+0.2

K. v K

I son las constantes de disociacifn aparentes asocia-

II
das a la saturacibébn de la primera y segunda clase de sitios

de AMP en la enzima.

TABLA v

VARIACION DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION DEL P, EN
FUNCION DFL pH
[Fnzima] 3,0 mg/ml [Enzima] 1,0 ma/ml
pH K4 Ky
7,20 5,7 + 0,2 7,0 + 0,3
6,90 5,7 + 0,2 4,6 + 0,2
6,66 5,5 +0,3 5,5 + 0,3
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ci6én del pH sobre la fijaci6én de AMP indicados en el p&rrafo anterior.

1.- La fijacién de AMP a la proteina depende o estd relacio-
dacon dos grupos ionizables, cuyos pKs han de ser inferior

y superior a 6,9, de forma similar a la variacibn de V c

méx.
el pH a 30°C (14).

2.- La fijaci6n del nuclebtido modifica el pK de un grupo e
zimdtico, pré6ximo a 6,9, de tal manera que a pHs pfoximos,
pero inferiores, al pK del grupo enzim&tico, la unién del nu
clebtido induce una ionizacibén del mismo, hecho que podria -
manifestarse en un aumento de la entalpia de interaccibn vy
de la constante aparente de disociacibn; a medida que aumen-
tase el pH, el nivel de ionizacifn de dicho grupo, en ausenci
de ligandos aumenta, y el efecto asociado a la uni6n del ac-

tivador alostérico irfa disminuyendo.

Los resultados obtenidos por nosastros a 25°C difieren de lo
obtenidos por Morange (30) para la fijacién de AMP a 4°C, por didlisis
en el equilibrio, en funcién del pH. Segfin este autor, la constante de
fijacién de AMP a su primera clase de sitios de unifn y la cooperativi
dad del proceso es tanto mayor cuanto mas alcalino es el pH. El an&li-
sis comparativo de los resultadosbbtenidos en funcién del pH y del efe
to del marcaje de histidinas a 22°C (30), le lleva a postular que el -
efecto del pH se debe a un desplazamiento del equilibrio conformaciona
de la enzima y que una histidina del sitio de uni6n del nucledtido po
drfa ser responsable o fundamental para la transmisifn de los cambios

conformacionales en la molécula.

Por otro lado, la discrepancia entre sus datos y los nuestro

obtenidos a 25°C, hacen plantearse la valided de la extrapolacibn real
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zada con respecto al marcaje de histidinas a 22°C, ignorando el efec-
to que la transicifn conformacional que la fosforilasa b experimenta con
la temperatura puede tener sobre la fijaci6én de AMP y el marcaje de his

tidinas.

Segfin el esquema conformacional propuesto por Buc y col (17),
a pH 6,9 y 25°C, 1la conformaciﬁn enzimitica mas estable serfa el estado
E;; un desplazamiento hacia pH 4cidos puede producir una estabilizacibn
de la forma E3, fundamentalmente en presencia de AMP, lo que supondrfa
un descenso .en la constante transconformacional con el pH y un aumento
de la afinidad aparente del AMP, al unirse al estado E3, el de mayor a-
finidad hacia el nucle6tido, de acuerdo con nuestros resultados experi
mentales. Por otro lado, este hecho estarfa de acuerdo con el mayor %
de tetrimero, a saturacién de la primera clase de sitios de unién, a pH

6,66.

El equilibrio de ionizacifn de la enzima E3H2=#= ESH-~r‘ E;
tiene un pK de 6,52, con lo g-ue a pH 6,66, el desplazamiento del
equilibrio conformacional hacia E3, por unifn de AMP, llevarfa asociado

la estabilizacién de las formas ionizadas del estado E3.

A pH bdsicos se producirfa, en ausencia de ligandos, una esta
bilizacibén del estado E1 y de sus formas protonadas, tanto mayor cuanto
mas alcalino sea el pH (17). Con respecto a nuestros resultados, este
hecho, supondria que la uni6n de AMP serfa menos cooperativa, ya que
el desplazamiento del equilibrio conformacional hacia E3 estaria menos
favorecido, un descenso en la formacibn del tetr&mero y menor afinidad
hacia AMP, lo cual estd de acuerdo con nuestros resultados experimenta-

les.

La saturacién por el fosfato de sus sitios de unibn,a pH 7,2
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y 6,66 (figuras 28 y 29) no presenta apenas cooperativiad, existiendo
un importante descenso en la entalpifia de interacci6n, a saturacién, a
PH 7,2. En medios alcalinos, el comportamiento se hace mas dependiente
de la concentracién de enzima. La constante de fijacién del fosfato a
3,0 mg/ml de enzima, permanece invariante en todo el intérvalo de pH,
mientras que a 1,0 mg/ml es altamente dependiente del pH, siendo tanto

menor la afinidad cuanto mas alcalino es el medio de reaccién, TABLA V.

El comportamiento de la constante de disociacifn del fosfato
en funcidén del pH es contratrio al que podrfa esperarse, a partir de los
datos publicados por Kasvinski y col {14) a 30°C; segfin estos autores,
a esta temperatura la Kpi depende unicamente del pK del segundo grupo
ionizable del sustrato, cuyo valor es 6,56, por lo que la constante de
disociacibn varfa muy poco dentro de este intérvalo de pH y aumenta a
pHs Acidos. Estos resultados concuerdan mejor con los obtenidos por no
sotros a una concentracifn de enzima de 3,0 mg/ml, sin embargo no hay
gue olvidar, que los resultados obtenidos por Kasvinski y col. corres-

. ponden a la uni6n del sustrato en presencia de AMP y gluc&geno quienes

pudden haber modificado la unién del fosfato (31-33).

Si consideramos conjuntamente el efecto que el pH ejerce so-
bre la entalpfa de interaccibn enzima-fosfato y sobre las constantes de
fijacién, tenemos:

1.- A 3,0 mg/ml, la entalpfa de interaccibn desciende desde

valores de -1600 kJ/mol de monSmero a -800 kJ/mol de mon6mero,

al pasar de pH 6,9 a 7,2, sin observar apenas cambio en la

constante de afinidad.

2.- A 1,0 mg/ml se produce un aumento de la constante de diso

cidn del complejo enzima-fosfato al pasar de pH 6,9 a 7,2, co
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FIGURA 28.- Entalpfa de interaccién fosforilasa b - fosfato a 25°C y

pH 7,23.



8¢ Wd4NOId

W01 % [d]
<IN o 0¢ (074 ol

\\amdw
Jw B | L [2ua]

00s

000t

UomN. .

130

oW/ %) HV -

’

ouowl

(o4



131

FIGURA 29.- Entalpfa de interaccib6n fosforilasa b - fosfato a 25°C

y pH 6,66.
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un descenso en la entalpia de: interaccibn, sobre la obtenida

a 3,0 mg/ml de -200 kJ/mol de monSmero.

En base a estos datos habrfa que pensar en la existencia de
dos efectos al variar el pH, un primer efecto que hace descender la en
talpia de interaccibn desde -1600 a -800 kJ/ mol monémero y que no se
manifiesta en ninguna variacifn sobre la constante de disociacibn apa-
rente, aunque si podrian existir variaciones en las constantes de los
procesos asociados a la unifn del ligando y un segundo efecto que se ma
nifestarfa unicamente a bajas concentraciones de enzima, al que irfa
asociado un aumento de la constante de disociacibn aparente del P; ¥ un

descenso en la entalpia de interaccibn de -200 kJ/mol de monémero.

Un andlisis comparativo de nuestros resultados y el esquema
conformacional propuesto por Buc y col (17) permitirfa justificar los
datos a 3,0 mg/ml como el efecto del pH sobre los equilibrios conforma

cionales de la enzima. A temperaturas altas, el estado E, (17), estabi

3
lizado por la unibn de los sustratos se encuentra muy desfavorecido,
pero seria estabilizado ligeramente a pHs &cidos. Si consideramos los
efectos contrarios que el pH ejercerfa sobre L0 y sobre la constante

de ionizacibn del seguﬂg grupo &cido del fosfato, podriamos justificar
la existencia de cambios en la interaccién enzima-sustrato sin encontrar
una variacién paralela en la constante de afinidad aparente del sustra
to, si el descenso en L0 en medios &cidos se compensara con el aumento

de Kp debido a la protonacién del sustrato.

i
Mas diffcil de explicar es el comportamiento en funcién del

pH a 1,0 mg/ml; en estas condiciones se presentan dos .posibilidades:

a.- gque el desplazamiento entre los diferentes estados con-

formacionales de la enzima sea diferente del que se produce
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a concentraciones superiores de enzima.

b.- gue a bajas concenéraciones de fosforilasa b el sitio ca-
talftico sea mas accesible al medio, permitiendo mayores vari
ciones en su entorno por efecto del pH; esta segunda hipbte-

sis podria verse apoyada por parte de los resultados experime-
tales expuestos mas adelante y por el hecho de que la confor-
macibn enzimitica a bajas concentraciones de enzima parece pr
sentar una estructura menos compacta, lo cual podrfa suponer

una mayor permeabilidad al disolvente.

La representacifén conjunta de los datos obtenidos a temperatu
ra variable para AMP y fosfato, a sus respectivos pHs y los datos obte-
nidos a pH variable a 25°C, (figuraras 30-32), nos llevan a formular la

siguiente hip6tesis con respecto a los datos a temperatura variable.

Segfin los resultados expuestos en las figuras 30 a 32, las va
riaciones con la temperatura de la interaccibn entre la enzima y AMP o
fosfato, entre 23 y 30°C, podrlancorreéponder mas al efecto de la varia
cibén de pH del medio, asociado a este incremento de la temperatura, que
a un efecto directo de la misma sobre la estructura enzim&tica. Por deh
bajo de 23°C el efecto de la temperatura serfa predominante sobre el e-
fecto de pH, apesar del efecto que la variacibén de este pueda tener so-

bre los resultados experimenales.

A 15°C la fijacitn del fosfato induce en el pK de un grupo en
zimdtico, probablemente una histidina (14) una variacifn desde 6,6 a -~
7:.35. el pH del tampbn glicilglicina utilizado és 7,23 a 14°C, en estas
condiciones el grupo enzimitico con pK 6,6 se encontrard practicamente
ionizado, por lo que la saturacibn por el fosfato de sus sitios de uni

puede llevar asociada la protonacifn de la histidina, efecto que no se
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Variacifn del % de tetr&mero en funcibén del pH , a satu

racifén de la primera ( - ﬁ - ) y segunda clase de sitios
de unién ( - g - ) para AMP. Los simbolos vacios corres
ponden a los experimentos realizados a temperatura varia
ble y los rellenos a los realizados a 25°C y pH variable.

(Enzima] 3,0 mg/ml.

Variacifn de la entalpfa de interaccién fosforilasa b -
fosfato en funcifén del pH a 3,0 mg/ml ( -A-, -A - ) ¥y
(-® -, -0 -) 1 mg/ml de enzima. Los simbolos vacios
corresponden a los experimentos realizados a temperatura
variable y los rellenos a los realizados a 25°C y pH va

riable.
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FIGUFA 32.- Variacifn de la entalpfa de interaccién fosforilasa b -
AMP en funcién del pH, a saturacién de la primem y se-
gunda clase de sitios de unifn, A y B respectivamente.
(-8 -, -&-)[Enzima] 3,0 mg/ml; (-o-, —e-) [Enzima]l 1,0
mg/ml. Los simbolos vacios o rellenos tienen el mismo
significado que en las figuras 30 y 31.



138

00
200}
100

(Uow Jow /rY)}HY-

600}
400}~
200}

(uow ow /My )*HV-

72

70

68

66

pH

32

FIGURA



139 ~67-

producirfa a altas temperaturas donde el pK 7,03 permanece invariable

aun en presencia del sustrato.

Los valores calculados para las constantes de disociacibn
aparentes del fosfato son del orden de los determinados por Helmereich
y col (31), por medios cinéticos y del obtenido por Radda y col a 22°C
para la fijaci6bn del sustrato, utilizando como detector de la unién un

marcador de spin (34).

Establecer un estudio comparativo de los valores obtenidos pa
ra la constante de fijaci6én de AMP y la constante de tetramerizacién, en
funcién de la temperatura, con los datos de otros autores (16,24,34,35)
es bastante dificil po; la gran dependencia que presenta la fijaci6n del

ligando y los equilibrios conformacionales de la enzima con respecto a

la composici6én, pH y fuerza ibnica del tamp6n utilizado (16,34-36).

El anilisis de los datos obtenidos para la interaccifén AMP-en
zima y fosfato-enzima en funcidn de la temperatura, desde el punto de
vista de los diferentes estados conformacionales .que presenta la fosfo-
rilasa b, parece ajustarse bastante aceptablemente al esquema propuesto

por Buc y col (17).

A temperaturas superiores a 23-25°C el estado mas favorecido
serfia el E H,, pudiendo estabilizarse parcialmente el E; a pH dcido y
en presencia de sustratos o AMP. Por debajo de 23°C aumenta la poblacién
del estado E, y a temperaturas inferiores a 21-20°C comienza a estabili

zarse el estado E3, sobre todo en presencia de sustratos y AMP.

bado que, segfin los datos de Buc y col{17,35) el estado E, pre
senta una afinidad muy baja hacia AMP, prAicticamente hay unifén exclusi-

va a E5 a bajas temperaturas, para justificar los datos de las constan

tes de fijacibén aparente de AMP, obtenidos experimentalmente, habrfa -
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que admitir una constante transconformacional L, entre los estados E

0 2

Y Eg inferior a la del equilibrib ZEI:::E3, ya que la fijacidén aparen-
te de AMP a la enzima entre 23 y 20°C es mejor que a temperaturas supe
riores a 23°C; este hecho puede estar de acuerdo con el comportamiento

encontrado, como veremos mas adelante, para L, en funcibn de la tempe-

ratura por medios cinéticos.

La estabilizacién del estado E3 a bajas temperaturas, en pre-
sencia de AMP, est8 de acuerdo con el incremento de la poblac¢idn del te
trémero que se produce en presencia del activador alostérico al descen-
der la temperatura desde 21°C hasta 12°C. Si a temperaturas intermedias
( inferiores a 25°C y superiores a 20°C) los estados mas favorecidos en

ausencia de ligandos son El Yy E la unibén de AMP debe estabilizar pro-

27
gresivamente el estado Eqs considerando el incremento de los niveles de
tetrémero observado desde temperaturas inferiores a 25°C en presencia

de AMP ( ver TABLA III ). La estabilizacidn de E2 entre 25 y 21°C podri
estar relacionada con el aumento que se produce en el coeficiente de se

dimentacibén de la enzima a saturacifén de AMP en el mismo intervalo de

temperaturas ( figura 14 ).

Podemos concluir por tanto en base a los resultados obtenidos
la existencia de dos transiciones conformacionales por accién de la tem
peratura, centradas a 23°C y 20°C aproximadamente, entendidas como la -
estabilizacibn preferente de diferentes niveles de cada poblacién enzi-

mitica por accibén de la temperatura.

El cambio producido en la estructura enzimitica por accibn de
la temperatura afecta a los dos sitios de uni6én de AMP y al sitio cata-
lftico, tanto a 3,0 como a 1,0 mg/ml, modificando la afinidad de los 1i

gandos hacia la enzima y la entalpfa de interaccibn asociada a la satu-



141

-69~

racibén de los respectivos sitios de unibén. Este hecho est8 de acuerdo
con los resultados obtenidos por Madsen y col para la fosforilasa a me
diante difraccién de Rayos-X, los cuales indican la conexifén a través
de la cadena polipeptidica de todos los sitios reguladores de la enzima

y el sitio catalftico (27).

Un an&lisis de los resultados obtenidos para la entalpia de -~
interaccidén fosforilasa b - fosfato en funcibén de la temperatura, sin -
considerar el efecto debido a la variacién de pH que lleva consigo, po-
drian hacernos pensar que el desplazamiento del equilibrio conformacional
hacia los estados enzimlticos estabilizados a baja temperatura, no modi
fica la interaccibén con el sustrato, salvo a 23°C, desde un punto de vis
ta calorimétrico, sin embargo, si consideramos el descenso en la varia-
cifn de entalpfa que se produce a los respectivos pHs de reaccién (a tem
peraturas inferiores a 25°C), la transicifn conformacional dependiente
de la temperatura puede suponer un incremento en la entalpia de interac

cién de -(800-1000) kJ/mol de monfSmero.

Segfin los datos calorimétricos obtenidos a 14°C para la fija-
cibn de AMP, a sus sitios de mayor afinidad, el sitio del activador y
los cambios producidos por 'su fijacibén a la enzima parecen muy simila-
res a 1,0 y 3,0 mg/ml, sin embargo los resultados de Palou (37) indican
una gran diferencia en el n® de tirosinas y tript6fanos modificados por

la unién de AMP a 1,0 y 3,0 mg/ml a esa misma tempeatura.

Con los datos hasta ahora presentados es diffcil establecer
diferencias entre los estados conformacionales estabilizados a 1,0 y 3,0
mg/ml, ajust&ndonos al esquema general de ecuilibrios conformacionales
propuesto por Buc (17) para la fosforilasa b; de idéntica manera ocurre

con los estados estabilizados a saturacibn de la primera vy segunda clase
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de sitios de unibn para AMP; estudios realizados por diferentes autores
(30,37,38) indican la existencia de cambios asociados a la saturacién

del sito de unién de menor afinidad como son la aparici6n de un espectr
de diferencias en la zona del PLP (30,37) y variacién en los niveles de
agregacién con respecto a los inducidos por la fijacién de la primera -
molécula de AMP por monbmero, este Gltimo efecto puede ejercer e por mo

dificacifn de la constante del equilibrio E, :==== 1/2 Tyr lo cual podri

3
suponer pequefias modificaciones en la estructura general de la enzima

con respecto a los éstados estabilizados por la primera molécula de AMP
aunque puedan producirse modificaciones locales relativamente importan-
tes; es decir, que cada estado de la enzima corresponderfa mas a un co

junto de microestados termodinamicamente préximos que a una estructura

cuaternaria finica (30).

ITIY. 3.- ESTUDIO CINETICO DE LA ACTIVACION DE LA FOSFORILASA b POR

AMP EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

El estudio del comportamiento cinético de la fosforilasa b, en presenci
de AMP o IMP, realizado por Black y Wang (32) mostraba que el mecanismo
de activacién por accién de los nuclebtidos tenia lugar en dos etapas,

en la primera de ellas se producfa un incremento de la eficiencia cata-
1ftica de la enzima y en la segunda un aumento de la afinidad de la en-
zima hacia los sustratos. Segfin estos autores, la fosforilasa b, en pre
sencia de AMP, se comportaba como un sistema tipo K, V, mientras que la

activacién por IMP correspondfa a la de un sistema tipo V exclusivament

Buc (33) encontraba sin embargo que el comportamiento catali-
tico en presencia de AMP, correspondfa al de un sistema tipo K y que la
variaci6én de la constante de afinidad del sustrato hacia la fosforilasa

b, por accibn del activador, era la correspondiente a un proceso de ac-
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tivacibn alostérico de transicibén entre dos estados (39). Por otro la

do, Helmreich y col (16) encontraron desviaciones en el comportamiento
cinético de la fosforilasa b con respecto a la teoria de Monod, sobre

todo para las concentraciones mas bajas de AMP utilizadas.

En el presente trabajo hemos estudiado el comportamiento ciné
tico de la fosforilasa b, a cinco temperaturas diferentes, 10,0; 14,8;

18,6: 21,4 y 25,0°C y a tres concentraciones de sustrato ( Pi ), 5 x 153

3 3

M, 10,7 x 107° My 24 x 10 ° M.

Los resultados obtenidos, figuras 33 a 37, muestran que la ac
tivacién inducida por AMP es de tipo K, V, de acuerdo con los resultados

previamente expuestos pér Black y ¥Wang (32).

Los par8metros termodinfmicos asociados al proceso de activa
ci6én de la enzima, TABLA VI ,'se calcularon mediante el procedimiento
descrito previamente por Buc para sistemas alostéricos (33), utilizan-

do la siguiente ecuacibn:

R -
[V/(Vméx" V)] V2o 1/L, Y172 (1 +K_; )y (1 JMKiiz,P )

KPiz_constante de disociacibn del fosfato.

KAMﬁEconstante de disociacidén del AMP.

L0 =-%% en ausencia de fosfato y AMP, a concentracibn constante de
cualquier otro ligando.
V = velocidad inicial a una concentracién dada de AMP y fosfato.

vméisvelocidad inicial mé8xima a saturacif6n de AMP y fosfato.

Las representaciones de Van't Hoff para las constantes de di-
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FIGURA J3.- Activacif6n de la fosforilasa b por AMP a 10,0°C.
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FIGURA 34.- Activacifn de la fosforilasa b por AMP a 14,8°C.
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FIGURA 35.- Activacién de la fosforilasa b por AMP a 18,6°C.



149

S¢ VdNdId
W [dWYV]
0! .09 oz o] 09

v L 4d -

1 T T T ! 1t T

||I\|\O\\L

—_——

S

Ww vZu

Ww Loty | [4]
WWE'S @

014

07

09

08

oot

Jo9'8!



150

FIGURA 36.- Activacif6n de la fosforilasa b por AMP a 21,4'C.
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FIGURA 37.- Activacién de la fosforilasa Lt por AMP a 25,0°C.
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sociacitn del AMP y el Fosfato a la enzima y la constante transconfor-

macional L (figuras 38 y 39) presentan un cambio en la pendiente en-

0’
tre 14 y 18°C. Esta discontinuidad aparece a temperaturas mas bajas que
el cambio de pendiente encontrado en el presente trabajo para la cons-

tante de tetramerizacifn, K situado en torno a 23-25°C y aproximadamen

Tl
te a la misma temperatura a la que se produce el primer cambio de pen-
diente en la variacibn de la entalpia de interaccién AMP - fosforilasa

b y en la constante de disociacién del complejo binario, obtenidas a -

partir de los datos calorimétricos al pasar de 14°C a 30°C.

Este cambio en las propiedades termodindmicas del sistema se
produce practicamente a la misma temperatura que el encontrado por Hel-
mreich y col (16) para la constante de unifn del AMP a la enzima obtg
nida por dillisis en el equilibrio, en tampén glicerofosfato, en ausen-

cia de ligandos y en presencia de G-1-P.

Segin el esquema conformacional propuesto por Buc (17), la --
transicibn conformacimal dependiente de la temperatura, detectada en
el presente trabajo por procedimientos cinéticos y por tanto en presen-
cia de gluc6geno, debe corresponderse con el desplazamiénto del equili-
brio conformacional entre los estados B2 y A2 (17) por accifn de la tem
peratura. Sin embargo, el hecho de gque la representacién de Van't Hoff
para L0 no sea lineal en todo el intervalo de temperaturas estudiado in

dica que las dos poblaciones conformacionales F, y E, englobadas por di

1
cho autor en el estado B2 no son indiscernibles respecto de su tré&nsito
al estado Az; teniendo en cuenta que segfin los mismos autores, el equi-
librio conformacional entre los estados El Yy Ez es dependiente de la -

temperatura, siendo 20°C, la temperatura critica que determina la esta-

bilizacibn del estado E, a pH 6,9, la evolucibn del equilibrio E,.==E,
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Representacién de Van't Hoff para la constanta

ciacifn de AMP, KAMP'

Representacifn de Van't Hoff para la constanta

ciacién del fosfato, KP .
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FIGURA 39.- A) Representacib6n de Van't Hoff para la constante trans-

conformacional LO’

B) Representacién de Van't Hoff para Vma
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con la temperatura, acoplado al equilibrio entre ambas especies y Az’

si las constantes transconformacionales que definen el paso de El=::A2
y E2:::'A2 no son idénticas, son los finicos procesos que pueden justi-

ficar el comportamiento de L0 encontrado experimentalmente.
Por otro lado el que la representacién de Van't Hoff para Vma

en glicilglicina sea 1lineal induce a pensar que en presencia de los
sustratos y el activador, en el tampén por nosotros utilizado se estabi
liza la conformacién enzimdtica con mayor eficiencia catalftica, inde-

pendientemente de la temperatura.

Las entalpfas de unibn para AMP y fosfato, en presencia de gl
c8geno, calculadas a partir de los datos cinéticos, y el incremento en-~
tilpico asociado al desplazamiento del equilibrio conformacional (TABLA
VI, son diferentes de los obtenidos a partir de medidas microcalorimé-
tricas, lo que indica la existencia de modificaciones en las interaccio
nes estudiadas por accién del glucb6geno, con respecto a las existentes

para cada uno de los complejos binarios aislados.

TABLA VII

(kJ/mol mon.) -—AH (kJ/mol mon.) -AH_. (kJ/mol mon

-AHAHP

v, Ly
T >18°C 10 + 2 54 + 5 : -(98 + 10)
T <18°C ~30 + 2 7T+ 3 -(22 + 3)

Seglin los datos de la TABLA VII, la unifn de ANP a la enzima es un
proceso exotérmico a temperaturas inferiores a 18°C y endotérmico por

debajo de la temperatura de transicién.
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IIXI. 4.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE EL COMPORTAMIENTO

CATALITICO DE LA FOSFORILASA b

Una de las propiedades mas atractivas que podfa presentar la transicibn
conformacional dependiente de la concentracién de enzima, era la de ejer
cer un efecto regulador sobre el comportamiento catalftico de la fosfo-

rilasa b en presencia de AMP.

El hetho de que la actividad catalftica méxima de la fosfori-
lasa b se alcance a niveles de saturacifbn de la primera clase de sitios
de unib6n del activador alosté&rico, AMP, hizo ague durante mucho tiempo
la mayorfa de los autores no considerasen la posibilidad de que la satu
racidén de los sitios de menor afinidad hacia AP produjese alguna modi-
ficacifn en el comportamiento catalitico, a pesar del efecto que ejercfa
el gluc6geno sobre la fijacibn de AMP a su segundo sitio: de unién {(40).
Recientemente Madsen y col (41) mediante estudios cinéticos y estruc-
turales determinaron que la saturacifn del sitio especifico de las bases
por AMP producfa una inhibicibn de la actividad catalitica de la fosfo-
rilasa a, por competicifn exclusiva con el sustrato por estados confor-
macionales diferentes. Sin embargo Jchnson y col (26) encontraron unica
mente gue la fijacién de la adenina a sus sitios de mayor afinidad blo-
gqueaba el canal de acceso al sitio catalitico y que mediante este efec-
to podrfa ejercer un efecto inhibidor de la cat8lisis. Dos hechos impor

tantes a tener en cuenta en la fosforilasa b son:

1.- FEn ausencia de ligando,.el arsenato, anflogo del fostato
(31), a concentraciones de 100 mM no se une mas que al sub
sitio fosfato del sitio de mayor afinidad para el nucleo-
tido en la fosforilasa b cristalina, pero no se detecta

su unién al sitio catalitico. En presencia de AMP 5 &6 100
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mM no se detecta competicién entre el arsenato y el fosfato
del nuclebtido, ni su unién a ningGn sitio de la molécula de

enzima (26).

2.- La G-1-P, a concentraciones de 100 mM, se une a dos sitios en

presencia de IMP 2 mM, uno de ellos, hacia el que presenta ma
yor afinidad, es el sitio catalftico y el otro el sitio deno-
minado N del acitivador alostérico ( el de mayor afinidad par

AMP) . (26) .

Todos estos hechos hacen bastante problemitico el establecer de -
una manera inequivoca la existencia de una competicién entre el sustrat
y la segunda mol&cula del activador, bien por impedimentos estéricos de
sustrato para penetrar hasta el sitio catalitico o por unibn exclusiva
del sustrato y el nuclebtido a estados conformacionales diferentes, ya
que:

a.—- En ausencia de nucleotidos el arsenato, anfilogo del fosfato,
es incapaz de unirse al sitio catalitico.

b.- La G-1-P es '~ capaz de unirse al sitio catalitico incluso en
presencia de IMP, que presenta mayor afinidad hacia el sitio
de las bases (26, 42, 43) sin que parezcan existir impedi-
mentos estéricos.

c.- El resultado experimental indicado en el apartado b) no pue-
de justificarse en base a que el IMP al unirse a su segundo
sitio de unibén lleve a la enzima a un estado conformacional
diferente que AMP ( competicifn exclusiva entre estadng),per
mitiendo asf la unibn de la G-1-P, ya que no se detectan ca
bios conformacionales inducidos por la unidn de ninguno de

ellos a la fosforilasa b en el estado cristalino (26).
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En el presente trabajo hemos estudiado el efecto que la tran-
sicibn conformacional dependiente de la concentracibén de enzima podia -
ejercer sobre la catdlisis enzim&tica, bien de una forma directa o a tra
vés de los procesos asociados a la saturacién de cada una de

las clases de sitios de unifén de AMP en la enzima.

Debido a la imposibilidad de realizar los experimentos cinéti
cos a concentraciones de enzima de 1,0 y 3,0 mg/ml por los procedimien-
tos cinéticos normalmente utilizados, ya que en estas condiciones se pro
ducirfa un agotamiento casi inmediato de los sustratos, la cinética de
actividad en el sentido de sintesis del glucfdgeno, se siguif mediante
el crecimiento del peso molecular del polisac&rido seglin se indicaba en

Materiales y Métodos.

A 25°C, 1,0 y 10 mM son las concentraciones de AMP necesarias
para saturar los sitios de mayor y menor afinidad del nucle6tide a con
centraciones de fosforilasa b superiores e inferiores al intérvalo de -
concentraciones de enzima en que se produce la transicifn conformacional
dependiente de la concentracifén de enzima.

Los resultados obtenidos para la sintesis del polisacérido, a
saturacidn de cada una de las clases de sitios de unidn, se encuentran
representados en las figuras 40 y 41; 12 la vista de los datos experimen
tales podemos deducir las siguientes conclusiones:

1.- La sintesis del polisac8rido por acci6n de la fosforilasa
b presenta dos etapas diferentes, a la segunda de las cuales le corres-
ponde unamayor velocidad de sintesis.

2.~ La velocidad de sintesis en el segundo paso, asi como el
tiempo necesario para que comience son muy sensibles a las diferentes

condiciones experimentales utilizadas.
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FIGURA 40.- Cinética de sintesis del polisacdrido por la fosforilasa b
a 25°C seguido por "dispersifn de luz". Condiciores experi
mentales: -A- [G-1-P] 10 mt, TaMP] 1 mM; -e-~ [G-1-P} 10 A
[ampr] 10 mM. La concentracién de enzima en ambds casos era

1,0 mg/ml.
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FIGURA 41.- Cinética de sintes.is del polisacirido por la fo:forilasa
b a 25°C seguido por "dispersifn de luz"”. Condictiones ex
perimentales: -A-— [G-1-P] 10 mM, [AMP] 1mM y {E1zima) 3,18
mg/ml; -e- [G-1-P] 10 mi, [AMP}10 mM y [Enzima) 2,72 mg/

ml (escala superior).
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3.- El efecto de inhibicién asociado a la saturacién por AMP
de sus sitios de unibén de menor afinidad, a una concentracién de enzima
de 3,0 mg/ml, desaparece a 1,0 mg/ml. A esta concentracién de enzima,
la saturaci6n de la segunda clase de sitios para AMP, aumenta la velo-

cidad de sintesis del polisac8rido.

En la tabla VIII se encuentran recogidas las velocidades rela-
tivas y especificas para la sintesis del polisac&rido por accién de la
enzima, en las diferentes condiciones experimentales utilizadas. El va
lor absoluto de la velocidad de sintesis no puede conocerse debido al
desconocimiento del valor de n (n°de moléculas que difunden luz), por in
determinacién del peso molecular del almidén utilizado como aceptor de

moléculas de glucosa (ver Materiales y Métodos).

TABLA VIII

. 3
[Enzima] mg/ml (amMpl x 107 M Ve (3) Vespec. (¥
1,0 1 14+ 1 40+ 4
1,0 10 36+ 4 100
3,18 1 ) 100 92+ 5
2,72 10 14+ 1 ) 13+ 2
Vr Yy Vespec. son las velocidades relativas y especificas a cada concen

tracién de AMP calculadas con respecto a la velocidad méxima a una con

centracién dada de AMP. Los experimentos se realizaron a una concentra

cién de G-1-P de 1072 M.
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A partir de los datos presentados puede deducirse los siguien
tes hechos:

1.- Incluso en presencia de AMP, la G-1-P, en disolucibn, es
capaz de unirse al sitio catalitico, a diferencia de los resultados ob

tenidos para la enzima en el estado cristalino (26).

2.~ La fijacién de AMP al sitio de mayor afinidad hacia la ba

se ejerce un efecto sobre la catilisis enzimética.

3.~ La transici6én conformacional dependiente de la concentra
cibn de enzima produce un cambio de las funciones relativas de los si-

tios de AMP en la velocidad de sintesis del polisacérido.

4.- La inhibiéién parcial asociada a la saturacibn de los si
tios de baja afinidad de AMP a una concentraci6n de fosforilasa b de
3,0 mg/ml, podrfia indicar que el estado conformacional estabilizado en
glicilglicina a concentraciones de enzima superiores a aquellas en cue
se produce la transicibn conformacional es similar al gue presenta la

fosforilasa a en glicerofosfato (41).

III. 5.- INTERACCIONES HETEROTROPICAS ENTRE LA UNION DE AMP Y FOSFATO

A LA FOSFORILASA b

La mayoria de los ligandos que se unen a la fosforilasa b producen efec
tos importantes sobre la unibn de otros ligandos, asociados generalmen-

te a cambios conformacionales en la estructura de la proteina.

Las interacciones entre el fosfato, el glucb6geno y la G-1-P -
por un lado y AMP por otro han sido estudiadas por métodos enzimiticos
(32, 33), relajaci6n de protones (15, 45), marcadores de spin unidos co
valentemente a la enzima (34, 43, 44), dicreoismo circular (21), difrac-

cibn de Rayos-X (26, 41) y didlisis en el equilibrio (16).
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Los métodos enzimdticos indicaban la existencia de interacci .
nes heterotropPicas positivas entre la unién del fosfato y AMP (32, 33)
debidag principalmente al desplazamiento del equilibrio conformacional
de la enzima hacia el estado mas activo ( el de mayor afinidad hacia AMP

y fosfato ) por fijaci6én de cada uno de ellos.

Helmreich y col (16) estudiaron mediante experimentos de dii
lisis en el equilibrio el efecto que la presencia de los diferentes sus
tratos ejercia sobre la fijacién de AMP a 23°C. Los resultados mostraba
gue a fuerza fonica constante el efecto del fosfato sobre la fijaci6n 4
AMP era altamente dependiente de la naturaleza del tampén utilizado, as
en glicerofosfato la presencia del sustrato disminuia la afinidad de la
enzima hacia AMP, mientras que en glicil-glicina producia un descenso e
la constante de disociacifn del activador alostérico, atribuyéndo la di
ferencia en el comportamiento al caricter de auténtico efector que tiene el glicerofos

fato sobre los equilibrios conformacionales de la fosforilasa b (16, 43)

Radda y col (43) utilizando R.S.E. no encontraron apenas modi

ficaciones para la uni6n de AMP a la enzima en presencia de Pi 30 mM.

Morange y col (45) estudiando el efecto que los sustratos eje
cian sobre la fijaci6n de AMP v tempo-AMP asi comc la conformacifn aue
los nuclebtidos adoptaban en nresencia del sustrato, encontraron un desp
miento de ambos nucleotidos por concentraciones crecientes del sustrato,
hasta valores de 30 y 80 mM respectivamente, por encima de estas concent
ciones de sustrato se producia un nuevo aumento de la fijaci6n del nucle
otido por accién del fosfato, muy superior en el caso de AMP. Estos auto
res atribuian el primer efecto a una competicifén entre el sustrato y el
subsitio fosfato del activador alostérico, hipStesis apoyada ademds por

los resultados obtenidos para la fijacién de ligandos mediante difraccid
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de Rayos X (26, 41), y el fortalecimiento de la unién de AMP a concentra-
ciones superiores de sustrato al incremento de la fuerza ibnica del medio
basindose segfin ellos en los resultados obtenidos por Helmreich y col (16),
sin embargo estos autores como indicamos anteriormente realizaron sus ex-
periencias de diflisis a fuerza i6nica constante e indican de una manera
clara que el aumento en la fuerza ibnica del medio produce un desplazamien
to del equilibrio conformacional hacia el estado T; por otro lado, Helm-
reich y col (46) estudiando la unibén de diferentes ligandos a la fosfori-
lasa a y su efecto sobre la unidn de AMP encontraron que a fuerzas i6nicas
crecientes se producia un incremento de la constante de disociacién, de-
pendiente adem&s de la naturaleza del tampén en que se realizaban las me-

didas.

Resultados similares a los de Morange y col (45) fueron obteni-
dos por Vandenbunder y col (20) para la fijacién de e¢-AMP en presencia de
fosfato. La fijacibn del sustrato ejercfa un doble efecto sobre la unién
del activador. A concentraciones crecientes de fosfato se producia un des
plazamiento progresivo del e-AMP, seguido de una recaptacidn del nucleoti
do por la enzima en un procesc cinético lento, hasta alcanzar un estadc -
enzim&tico, a altas temperaturas, con propiedades similares a 1las que pre
senta el complejo AMP-enzima a bajas temperaturas y a las de la unién de

AMP a la fosforilasa a .

El estudio cristalogréfico de las fosforilasas b y a supuso un
- avance fundamental en la caracterizacibn topogr&fica de los diferentes si

tios de unién de la enzima (26, 41).

En ausencia de ligandos el fosfato se une al subsitio fosfato -
. del activador alostérico, no detectfindose su unibn al sitio catalitico -

(26), este hecho llevé a Morange y col a establecer las bases de la posi-
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ble competicifn entre el sustrato y el activador alostérico por los sitio
de mayor afinidad hacia &ste (45). Madsen y col (41) mediante estudios ci
néticos con fosforilasa a determinaron la existencia de una competicién
exclusiva entre la fijacién de la G-1-P al sitio catalitico y la fijacién
de AMP a sus sitios de unibn de menor afinidad, sin embargo, como ya ind{i
camos en el apartado anterior del presente capitulo, la G-1-P no es capaz
de fijarse al sitio catalitico en presencia de AMP, afin a bajos niveles -
de ocupacibn del segundo sitio por monSmero que el activador alostérico -
tiene en la enzima, fij&ndose sin embargo en presencia de IMP, no exis-'
tiendo en ningin caso cambios conformacionales en la estructura enzimdti-
ca en el estado cristalino (26). Por otro lado los resultados obtenidos
en el presente trabajo para el comportamiento ciné&tico de la enzima a 1lmg
ml, 25°C y a saturacibn de las dos:x*lases de sitios de unién de AMP indi-
can la fijaci6bn simultanea del sustratoy AMP a los sitios de menor afini-

dad.

Otro hecho problemdtico sobre la posible competicifn entre AMP
y el fosfato por los sitios hacia los que presenta mayor afinidad el nu-
cleotido es, la ausencia de competicifén entre ambos en la catilisis enzi-

mitica (31, 32, 33).

Tenemos por tanto, que los datos cindticos y de didlisis en el -
equilibrio indican la existencia de un efecto heterotrSpico positivo entr’
la fijacibén del sustrato al sitio catalitico y 1la fijaci6én de AMP a su pr
mera clase de sitios de unibn, mientras que los resultados de Morange y co
(45) y vandenbunder y col (20) indican la existencia de una competicién
entre el AMP y el fosfato hacia los sitios de mayor afimdad para AMP a co
centraciones intermedias del sustrato ( efecto que como indicamos anterio

mente podria ser debido al incremento de la fuerza i6nica del medio por 1
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preésencia del sustrato), seguida de un aumento en la afinidad de aMP ( a
copcentraciones mas altas de fosfato ) hacia sus sitios de unifn y la ge-
neracién de un estado enzimitico, a altas temperaturas, en presencia de

AMP y fosfato con propiedades similares a las de la fosforilasa a.

Los datos cinéticos obtenidos por Madsen y col para la fosfori-

lasa a indican la posible existencia de una competicifn, por unibn a esta

dos conformacionales diferentes, entre el sustrato y la segunda molé&cula
1

de| AMP por monSmero (41).

En este punto podemos situar los estudios realizados hasta el

momento sobre la fijacién de AMP, en presencia de Pi,a la enzima y vicever

sal.

En nuestro caso hemos estudiado el efecto gue ejerce, sobre la
fijaci6bn de AMP, la presencia de concentraciones crecientes de fosfato,
asf como la fijacibn del sustrato a saturacibn de cada una de las clases
de sitios de unién de AMP en la enzima, a dos temperaturas 14 y 25°C, in-
ferior Y superior al intervalo de temperaturas en que se produce la tran-

sicifén conformacional dependiente de la temperatura en la enzima.

Puesto que la adenina tiene mayor afinidad hacia los sitios de
débil afinidad para AMP (35), hemos estudiado tambié&n el efecto que 1la sa
turacién de los sitios especificos de la base tiene sobre la fijaci6n del

fosfato.

El efecto del fosfato sobre la fijaci6n de AMP a 25°C se estu-
di6 calorimetricamente a cuatro concentraciones diferentes de sustrato, 1,3
‘'mM, 5 mM, 10 mM y 20 mM, (figuras 42 y 43). A concentraciones crecientes
de fosfato se produce un descenso en la entalpia de interaccifn de AMP con
el complejo binario para ambas clases de sitios de unifn del activador alosg

térico, excepto a 1,33 mM donde se produce un incremento de la entalpfa de



174

FIGURA 42.- Fntalpfa de interacci6n fosforilasa b - AMP en presencia
de fosfato 1,3 mM - e -y 5,0 mM - o - . (Enzima}3,0 mg/
ml. T= 25°C.
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FIGUFA 43.- Entalpia de interaccién fosforilasa b - AMP:n presen
cia de fosfato 10 mM - @ -, y 20 mM - o -.[Bzima] 3,0
mg/ml. T= 25°C.
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interaccién parala primera clase de sitios de unién de AMP, con respecto

valor obtenido en ausencia de fosfato.

Los valores obtenidos para la constante de disociacibn aparente
de AMP a su primera clase de sitios de unibn presentan un descenso con re-
laci6n al valor de la constante en ausencia de sustrato, si bien la mejor
constante de fijacibén se obtiene en presencia de Pi 5 mM, el aumento de la
concentracién de sustrato a 10 y 20 mM produce cierto incremento en la con
tante de disociacién, que es sin embargo inferior al valor obtenido en pr
sencia de ligandos. La constante de fijaci6n de AMP a su segunda clase de
sitios de unibén practicamente no varia por accibén del sustrato, observand

se sin embargo un cierto descenso en presencia de Pi 1,3 mM.

Existe un descenso en la cooperatividad del proceso de unién de
AMP a su segundo sitio de uni6én y un aumento de la misma para la satura-

cibn de la primera clase de sitios de AMP.

Los resultadosobtenidos en presencia de P 10 y 20 mM son prict
1
camente idénticos, lo cual es indicativo de que concentraciones de Pi 10
mM son practicamente saturantes con respecto al efecto que la presencia d

sustrato ejerce sobre la fijaci6n de AMP al complejo binario.

Segfin datos de Garcia Blanco y col (18) en presencia de Pi 18
y AMP 1,5 mM, a 25°C y para una concentracién de enzima de 3,0 mg/ml el
porcentaje de tetrfmero es del 28%, lo cual supone un incremento de aprox
madamente el 12-13% con respecto del nivel de agregacifn en presencia de
AMP solo. La fijaci6n de AMP a su segundo sitio de uni6n produce, igual
que en ausencia del sustrato, un desplazamiento del equilibrio de asociac
—— disociacibén hacia la formaci6n del dimero, los niveles de tetréme
ro estabilizados son del orden del 18%, lo cual supone un incremento del

% con respecto de los niveles alcanzados en ausencia del sustrato.
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Los parimetros termodinfmicos asociados a la interaccibn fosio
rilasa b - AMP en presencia del sustrato a 25°C se encuentran recogidos

en la TABLA IX.

En presencia de AMP, la fijaci6n del sustrato a 25°C comienza
a presentar un car8cter bifisico, tanto mas acusado cuanto mayor es la
concentraci6én del activador alostérico y mas baja la concentracibén de -
enzima; asi en presencia de AMP 10 mM, a saturacibn de los dos sitios
de unibn del activador alostérico, la unién del fosfato a la enzima pre
senta dos procesos de saturacién entdlpica. La afinidad del fosfato ha-
cia su primer sitio de uni6n aumenta en presencia de AMP, a saturacién

de cada una de sus clases de sitios de unién (TABLA X), Figura 44.

Si tenemos en cuenta los valores entdlpicos asociados a la sa-
turacién de la enzima por fosfato en ausancia y en presencia de AMP, pa
rece l6gico pensar que la presencia del activador alost&rico produce una
diferenciacibn entre dos sitios posibles de unién por monémero para el
fosfato, mediante un doble efecto, es decir aumentando la afinidad del Pi
hacia una de las dos clases de sitios de unién e inhibiendo su fijacibn

a la otra clase de sitios de unién.

Este hecho supondria que la variaci6n de entalpia asociada a la
unién del fosfato, afin siendo muy exotérmico presentase valores mucho me
nos elevados , ademds concordarfa con la exitencia del sequndo proceso -
asociado a la presencia del sustrato sobre la uni6n de AMP a la enzima -
detectado por Vanderbunder y col (20) cuya constante aparente era supe-

rior a la de fijacibn del sustratodeterminada por Radda (47).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para la uni6n de
AMP a la enzima en presencia de fosfato parece dificil pensar en una com

peticibn entreel sustrato y el nuclebtido por el primer sitio de unién
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.

FIGURA 44.- Entalpia de interaccifn fosforilasa b - fosfato en presen

cia de aMP 1,18 mM ( -4 - [Enzimal3,0 mg/ml y - e - {Enzi
ma] 1,0 mg/ml) y 10 mM ( -4 -[Enzima] 3,0 mg/ml y - o -
[Enzima]1,0 mg/ml). T = 25°C.
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de AMP, siendo atribufble el efecto encontrado por Morange y col {(45) y
Vandenbunder y col (20) posiblemente, al incremento de la fuerza ibnica,
como apuntamos anteriormente, cuyo efecto real sobre la fijacibn de AMP

en nuestro caso es dificil de precisar.

El hecho de quela presencia de fosfato no produzca un descenso
en la constante de fijacién del AMP a su segunda clase de sitios de unib
 hace dificil el pensar en una competicifn entre la fijacibén de este -~
sustrato al sitio catalftico y la segunda molé&cula de AMP, por otro lado
concentraciones de AMP 10 mM producen un incremento en la fijacifn del
fosfato a su primera zona de saturacibén que debe de corresponder, por el
orden de la constante de afinidad con el sitio catalftico. Pensar que 1
segunda zona de saturacibn por el sustrato pudiese corresponder a la fi-
jacién del sustrato al sitio catalitico, es bastante difficil de aceptar,
puesto que nos llevaria al absurdo de admitir una competicidén entre la pri-
mera regi6én de saturacibén para el fosfato y AMP por el sitio de mayor a-
finidad para el nuclebftido, tanto mas efectiva cuanto mas saturado se en

cuentra este por AMP.

Considerando el hecho de que el primer sitio para la fijacibn
de adenina a la enzima coincide con el sitio de débil afinidad para AM
(36, 41), y presenta un comportamiento igualmente competitivo con la fi-
jaci6n del sustrato al sitio catalftico en la fosforilasa a en glicerofo
fato (41) hemos estudiado el efecto que la saturacibn del sitio especifi

co de la base tiene sobre la fijacién del sustrato a la fosforilasa b.

Los resultados obtenidos en presencia de Adenina 2 mM a 25°C, para conce |

traciones de enzima de 3,0 y 1,0 mg/ml se encuentran representados en la

figuras 20 y 21 junto con los resultados obtenidos para el foafato en au
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TABLA XI

PARAMETROS TERMODINAMICOS ASOCIADOS A LA INTERACCION FOSFORILASA

b_- AMP EN PRESENCIA DE FOSFATO A 14°C

4 3 *

[P1] Kp x 107 M Kpep X 107 M -AH L
- 3,2 + 0,2 4,6 + 0,3 93 + 9 500 + 50
20 mM 2,9 + 0,2 6,9 + 0,3 83 + 8 95 + 9

* IL.a variacibn de entalpfa va expresada en kJ/ mol de

TABLA XII

mondmero.

PARAMETROS TERMODINAMICOS ASOCIADOS A LA INTERACCION FOSFORILASA

b - FOSFATO EN PRESENCIA DE AMP A 14°C

[Enzima) 3,0 mg/ml

3 3 * B *
[amp] K; x 10° M Kpp x 107 M| -aH; AH
- 9,5 + 0,5 - 1500 + 100 -
1,18 mM 6,8 + 0,4 - 1300 + 70
10,0 mM 1,7 + 0,2 14 + 0,5 530 + 40 620 + 40
[Enzima]l 1,0 mg Al
_ 9,1 + 0,5 - 1600 + 100 -
1,18 ™M [ 4,4 + 0,3 - 1150 + 60 -
10,0 mM 3,0 + 0,2 39 + 3 650 + 40 -
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sencia de ligandos.

Tanto por la variaci6n de entalpfa asociada a la unibn del Pi
como por los valores de las constantes de disociacif6n aparentes, calcula
dos mediante una representacifn de Hill (29), es dificil pensar en una
competicifn entre el sitio de la base y el sitio catalftico por unién ex
clusiva de cada uno de los ligandos a estados conformacionales diferentes
unicamente a 3,0 mg/ml se produce un pequefic incremento en la constante
de disociacibén aparente, que pasa de un valor de 5,5 mM a 6,2 mM en pre-
sencia de Adenina. Estos resultados también haecen desechar la posibili-

dad deuna competicibén entre el sitio de la Adenina y la fijacibn del sus

trato al sitio que corresponderfa a la segunda regifn de saturacién.

A 14°C hemos estudiado el efecto que ejerce la fijaci6bn de AMP
a la enzima sobre la unibn del fosfato en-condiciones idénticas a las de

25°C y la fijaci6én de AMP a la enzima en presencia de fosfato 20 mM.

Los resultados obtenidos para la fijacibn de AMP a 14°cC, figu-
ra 45, son cualitativamente similares a los de 25°C. La entalpifa de in-
teraccién AMP-enzima practicamente no se modifica por la presencia del -
sustrato para la primera clase de sitios de unibn, produciéndose un impox
tante descenso en la entalpia de uni6n de AMP a su segundo sitio, asocia

3 Mae6,9 x 1073

da a un descenso en la constante de afinidad de 4,6 x 10~
M. La presencia del sustrato produce sin embargo un aumento en la afini-

dad para la fijacién de la primera molécula de AMP (TABLA XI).

En presencia de AMP 1,18 mM ( a saturacibn del primer sitio de
unién de AMP ) la fijaci6n del fosfato a la enzima continfia presentando
un caricter monofdsico, tanto a 1,0 como a 3,0 mg/ml, observindose un des
censo en la entalpfa de interaccifn y un aumento en la constante de afi-

nidad aparente, con respecto a los datos obtenidos en ausencia del nucleo
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FIGURA 45.- Entalpia de interacci6n fosforilasa b - AMP en presencia

de P, 20 mM, a 14°C. [Enzima] 3,0 mg/ml.
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tido (TABLA XII), figuras 46 y 47.

A saturacibn de los sitios de débil afinidad de AMP la curva
de fijacibn del sustrato presenta un claro aspecto bif&sico y una gran -

diferencia entre los resultados obtenidos a 3,0 y 1,0 mg/ml.

Mientras que a 3,0 mg/ml la presencia de AMP 10 mM produce una
cierta diferenciacibn entre los sitios de unién del fosfato,anfloga a la
que se producia a 25°C, a 1,0 mg/ml se pfoduce practicamente la inhibi-
cién de la fijacibn del sustrato a sus segundos sitios de unibén y el au-
mento en la afinidad para la fijacién a la primera clase de sitios de -

unién del sustrato es inferior al gue se produce a 3,0 mg/ml.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a 14°C es 1l86gico
pensar en una competicifn entre la fijacién de AMP a su segunda clase de
sitios de unibén y la fijaci6én del sustrato a su segundo sitio, aunque no
sea por el mismo sitio de unibn, considerando los resultados obtenidos
en presencia de Adenina a 25°C y el hecho de gue no se detecta interac--
cibn entre el fosfato del nucleftido, cuando ocupa su segundo sitio de u-

nién y la cadena polipeptidica (26).

Admitiendo la fijacibn del fosfato a dos sitios diferentes
por montmero de enzima y desechando en base a los resultados obtenidos a
saturacién de la primera clase de sitios de uni6n, tanto a 14 como a 25°
C, la competicibn por el primer sitio de AMP, se plantea el problema de
la caracterizacién de este segundo sitio de unibn, que ademds no podemos
identificar con el sitio de unién de la G-6~P, ya que los datos de difrac
cién de Rayos X indican que el sitio del inhibidor alostérico y el sitio

de mayor afinidad hacia AMP son el mismo (48).

Aunque por estudios de difraccibén de Rayos X, no se ha podido

caracterizar la unifn del fosfato a ninglin otro sitio de unién en la fos
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FIGURA 46.- Entalpia de interaccién fosforilasa b - fosfato a 14°C
en presencia de AMP 1,18 mM - @ -, vy 10 mM - A -.
[Enzima] 3,0 mg/ml.
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FIGURA 47.- Entalpfa de interaccifn fosforilasa b - fosfato a 14°C
en presencia de AMP 1,18 mM -o-, v 10 MM - e -,
[Enzima] 1,0 mg/ml.
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forilasa b, los datos obtenidos por Madsen y col (27) parala fcsforilasa
a en estado cristalino, asi como los obtenidos por Helmreich y col (49)
por RMN indican la existencia de una interaccién de car&cter iénico en-
tre el grupo fosfato unido covalentemente a la serina-14 y la zarginina
69, que inmoviliza el extremo N~-terminal de la cadena. El paso de una -
conformacibn menos activa a otro mas activa estabiliza esta interaccifn
y produce un desplazamiento del extremo N-terminal hacia el interior de

la cadena polipeptidica.

La inactivacién de la enzima por efecto del pH o moromeriza-
cifin por tratamiento con anhidrfdo succinico (49) aumenta la movilidad
del grupo fosfato, en estas condiciones la fijaci6én de AMP produce una -
recuperacién de la conformacibn activa y la inmovilizacién del grupo fos

fato.

Los datos cristalogrdficos obtenidos por Johnson y col (26) pa
ra la fosforilasa b, no han permitido caracterizar la posicibn de los 19
primeros amino&cidos del extremo N-terminal, debido posiblemente a la mo
vilidad de la cadena, la fijacién de AMP-no produce ningin cambio en di-
cho fragmento polipeptidico, sin embargo el hecho de la destruccifn de
los cristales de enzima ern presencia de AMP y el no detcctar cambios con
formacionales en los cristales que se conservan, indujo a estos autores a
admitir que los diagramas de difracci6én de Rayos-X debfan de correspon-

der al estado T segfin la terminologfa de Monod.

El amplio estudio realizado por Morange y col (30) sobre el
efecto que la presencia de diferentes efectores ejercfa sobre la conver-
si6n de la fosforilasa b a fosforilasa a , por accif6n de la fosforilasa
quinasa a 4 y 22°C, puede ofrecernos nuewos datos que permitan caracteri

zar o al menos plantear una hip6tesis sobre la naturaleza del segundo s
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i tio de unibn del sustrato. Las experiencias fueron realizadas a una

:concentraciGn de fosforilasa b de 1,0 mg/ml.

A 9°C la fijacién de AMP a la enzima produce un descenso en la
velocidad de conversién del 90%, siendo este descenso dependiente del
tiempo de incubacién de la enzima con AMP; el tiempo de relajacién del
proceso as de aproximadamente 2 minutos. A 22°C el descenso en la velo

cidad de conversibn en presencia de AMP es unicamente del 50%.

A 0°C el fosfato produce una inhibicifn del proceso de conver
 516n del 70%, aumentando al 78% en presencia de AMP 3,7 mM, lo cual su

‘pone un descenso del 12% con respecto a los niveles alcanzados con AMP.

Sin embargo, la G-1-P no produce ningln efecto sobre la veloci

dad de conversibn, incluso a concentraciones de 0,1 M.

A 22°C la inhibici6n producida por el fosfato es del 80%, al-
canzando el 85% a una concentraci6én de P, 55 mM y AMP 5 mM, lo cual su
pone un incremento del 33% con respecto al efecto inducido por AMP solo.
A esta temperatura la G-1-P produce un fuerte incremento de la veloci-

dad de conversién.

Si tenemos en cuenta estos resultados y que seglin los datos -
cristalogrdficos obtenidos por Madsen y col (27) el cambio conformacio
nal asociado a la fijaci®én del sustrato al sitio catalftico es debido
al grupo fosfato, es diffcil pensar que el efecto de inhibici6n del fos
fato sea debido a su fijacifn al sitio catalftico o al sitio de mayor
afinidad de AMP, ya que la presencia simultanea de ambos produce un in
cremento sobre los niveles de inhibicién inducidos por cada ligando ais
ladamente; por otro lado segln los datos cristalogr&ficos la G~1-P tam

bién puede unirse a este sitio de fijacién (26).

Esta diferencia en el comportamiento que presenta la G-1-P y
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el Pi + unido al hecho de gue Radda y col (43) detectisen la existencia
de un complejo terciario fosforilasa b - G-1-P - Pi por RSE y que la en-
talpia de interaccibn G-1-P - enzima a 25°C (50) sea aproximadamente la
mitad que la correspondiente a la interaccibn fosfato-enzima, pueden lle
varnos a admitir la fijacién del P_ a un segundo sitio de unibn capaz de

i
modificar el extremo N-terminal de la cadena.

Teniendo en cuenta todos estos datos podriamos identificar es-
te segundo sitio de unibén del fosfato con la segunda regién de saturacid
que presenta la enzima para el sustrato en presencia de AMP, consideran-
do las concentraciones a las que el efecto de inhibicifén de la conversid

es miximo, 55 mM,

Si conside mmos el efecto que la unidn de AMP a la fosforilasa
a ejerce sobre el extremos N-terminal y la existencia de un tiempo de re
lajaci6n a 4°C para el proceso de inhibicifn, la accibén de AMP podria -
ejercerse a través de un cambio conformacional que hiciese menos accesi-
ble el residuo de serinald4 a la accibén de la quinasa, hecho que estaria
de acuerdo con el efecto inhibidor que la fijaci6n de AMP tiene sobre la

accibn de la fosforilasa fosfatasa (51).

Una de las zonas de la estructura que presenta mayores diferen
cias entre la forma b y a de la enzima es el extremo N-terminal (52), la
fijaci6tn del fosfato a la serina-14 produce como indicamos anteriormente
una inmovilizaci6n de la cadena y un desplazamienté de esta hacia el in=-
terior de la proteina (27); si el fosfato fuese capaz de unirse al sitio
fosforilable mediante una interaccibn de car8cter ifnico con la arginina
69 y producir un cambio conformacional en la estructura enzimitica simi-
lar al que produce por fosforilacifn de la enzima, tendrfamos la base de

un mecanismo bastante adecuado que permitiese justificar la inhibici6n
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del proceso de conversibn de la fosforilasa b en a, no asociado a la fi
jacién del sustrato al sitio catalftico, considerando los datos obteni

dos por Morange (30) para la G-1-P.

La simulaci6n por interaci6én i6nica del efecto asociado a un
grupo unido covalentemente a la enzima no es nueva en la fosforilasa b,
puesto que la enzima reconstituida con piridoxal, completamente inacti
va, es capaz de activarse en presencia de diferentes iones, anilogos del
fosfato, por interaccifn ibnica con el subsitio del fosfato de la coenzi

ma (53).

Esta hip6teis explicarfa el comportamiento de la enzima en -
presencia de AMP y coﬁcentraciones altas de fosfato (50-60 mM) encontra
do a 28°C por Vandenbunder y col (20), atribufdo a una interacci6n inesg
pecifica del fosfato y encajarfa con los resultados encontrados por no
sotros para la fijacifn del sustrato, indicativos de la existencia de

dos diferentes sitios de unibn para el Pi por monfmero de enzima.

Nos encontramos pues ante un doble mecanismo de control para
la conversibén de la forma b en la a, ejercido por fijacifén de AMP a la
enzima o por interaccibén del fosfato con el sitio fosforilable de la

misma.

La induccién de un estado enzimdtico mas préximo al de la fos
forilasa a, por fijacién con carécter ibnico del fosfato al sitio fosfo
rilable estarfa de acuerdo con los resultados de activacifén de la fosfo
rilasa b, obtenidos por Graves y col (54), por accib6n de diferentes com
puestos ibnicos situados en la parte superior de la serie de Hofmeister
v el fosfato, atribuido a su interaccién con un sitio especifico, en el

extremo N-terminal de la cadena, cerca de la superficie de la molécula,
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induciendo una modificacién de los coeficientes de actividad de los ami
noicidos de esta zona de la cadena‘polipeptfdica, similar alaque produ
cirfa la fosforilacibn de la serina-14, y con los niveles de activacién

encontrados por Buc (33) en presencia de Pi 200 mM, en ausencia de AMP.

Segfin los datos dgMorange (30) el efecto inhibidor de la con
versibén ejercido por AMP, es m&ximo a saturacidén de sus dos clases de
sitios de unidén; si el efecto producido por el nuclebtido tiene lugar a
través de un cambio conformacional que protege el extremo N-terminal de
la accién de la quinasa} a concentraciones saturantes de AMP debe pro
ducirse una inhibicién progresiva de la fijacién del fosfato a su se-
gundo sitio de unién, tantomayor cuanto mas efectivo sea el AMP en pro
mover el cambio conformacional. Todo ello estd de acuerdo con los resul
tados experimentales obtenidos por nosotros para la fijacién del fosfa-
to en presencia de AMP y con la inhibicifn m&xima observada a 14°C para
la fijaci6én del sustrato a su segundo sitio de unién a 1,0 mg/ml en pre
sencia de AMP 10 mM, considerando el hecho de que los estados enzimiti-
cos estabilizados a bajas temperaturas por AMP parecen mas préximos a

los estabilizados parala forma a de la enzima (21).

Asf pues y de acuerdo con nuestros datos y los de Morange (30)
la inhibicifén de la conversién de la fosforilasa b en a por accifn del
fosfato es m&xima a altas temperaturas y superior a la inducida por AMP
{(mayor afinidad del fosfato hacia su segunda clase de sitios de unibn a
25°C y menor inhibicifn en presencia de AMP), mientras gue a bajas tem
peraturas el efecto inducido por AMP es superior al del fosfato, sien
do mayor la inhibicifn producida por la fijacibn del nucle&tido sobre
la fijaci6n del fosfato a su segundo sitio de unifn, que podria coinci

dir con el sitio fosforilable de la enzima.
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IIT. 6.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA RESOLUCION CON

HIDROXILAMINA

El fosfato de piridoxal se encuentra unido a la fosforilasa b a través
de una base de Schiff en un entorno hidrofébico (55), siendo completa-

mente necesario para la actividad catalfitica de la enzima (56).

El estudio del enlace PLP-enzima realizado por diferentes au
tores (12,13,57,58) puso de manifiesto la existencia de un equilibrio

tautomérico entre diferentes estados con propiedades espectroscépicas

R
!

diferentes.

PO;

R = cadena polipeptfdica

Las formas A y B del fosfato de piridoxal presentan midximos
de absorcidén a 415 y 330 nm respectivamente y un miximo en la fluores-
cencia de emisi6bn a 535 nm (13). En entornos hidrofébicos el equilibrio
tautomérico entre ' ambas formas de la coenzima se encuentra desplazadéc

hacia la forma B (13,57).

En ausencia de agentes deformantes de la conformacibn enzimd
tica, elintercambio entre el PLP marcado radioctivamente y la coenzima
unida a la proteina o su resolucifn por L-Cisteina es inferior al 7%

(57) .

A pHs &cidos o en presencia de agentes deformantes se produce
un aumento en la banda de absorcibn centrada a 415 nm y una atenuacidn

de la banda de emisién a 535 nm por excitacién a 335 nm (12,59).
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Garcia Blanco y col (60) estudiando la fluorescencia de la coen
zima a 535 nm, con excitacibn a 425 nm, en funcién de la concentraci®n
de enzima, encontraron una disminucibn de la fluorescencia a concentra-
ciones de enzima superiores a 1,4-1,5 mg/ml; teniendo en cuenta las pro-
piedades fluorescentes de la coenzima, este resultado ha de interpretar-
se como una modificacién del entorno del PLP por efecto de la transicibn
conformacional dependiente de la concentracifén de enzima. Segfin estos re
sultados, a concentraciones de fosforilasa b inferiores a aquellas en que
se producla la transicibén conformacional dependiente de la concentracifn

de enzima, la coenzima se encuentra en un entorno mas hidrofilico.

Bas&ndonos en estos datos hemos estudiado, en funcién de la
concentracién de enzima, la exposicifn del PLP al medio . mediante su re
actividad con Hidroxilamina'o,l M, en las condiciones indicadas previa-

mente en materiales y métodos.

Los resultados obtenidos para la actividad catalitica de 1la
enzima con respecto a los controles, a tiempos de reaccidn de 60 y 90 mi
nutos, se encuentran representados en la figura 48 y corresponden a tres

preparaciones diferentes de enzima.

A concentraciones inferiores a 2,8 mg/ml se produce una -
inactivacién progresiva de la enzima por tratamiento con hidroxilamina,
alcanzdndose niveles de actividad enzimdtica del 76% y del 60% después
de 60 y 90 minutos de incubacibn con el reactivo, a céncentraciones de -

fosforilasa b inferiores a 1,8 mg/ml.

Aunque la hidroxilamina es un reactivo especifico de grupos
carbonilicos, hemos determinado los niveles de resolucifn de la enzima -~
mediante valoracién del PLP unido a la proteina despues de 60 minutos de

incubacién con hidroxilamina, obteniendo un porcentaje del 76,6% de PLP
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FIGURA 48.— Inactivacién’'de la fosforilasa b por resoluci6n de la enzima con
hidroxilamina 0,1 M en funcifn de la concentracién de enzima. T= 28,6°
C. - @ - tiempo de reaccifén 60 min., - o - tiempo de reac

cién 90 min.

2VE
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unido a la enzima, completamente de acuerdo con los datos de inactivacién.

Seglin los resultado obtenidos, la transici6én conformacinal de-
vendiente de la concentraaifén de enzima, lleva asociada la estabilizacién
de una conformacifn enzimitica en la cual la coenzima es capaz de reaccio
nar con reactivos especfficos de grupos carbonilicos, en ausencia de a-
gentes distorsionantes, a pH 6,5, condiciones en las que la actividad ca

talitica es mixima.

L,os datos obtenidos no nos permiten determinar el nivel de po-
blacifn de esta conformacibn enzim8tica, ya que la accibn de la hidroxil
amina puede ejercerse por desplazamiento del equilibrio transconformacio
nal, aunque la especie ehzim&tica esté termodinamicamente poco favoreci-

da.

Pffeufe r y col (57) mediante estudios con diferentes aniloges
del PLP, encontraron que la estabilidad del enlace entre la coenzima y la
proteina dependia fundamentalmente del nitr8geno del anillo de piridina,
del -OH en posicifn 3 y de la existencia del grupo fosfato en posicibn 5;
por modificacién de uno cualquiera de los dos primeros aumentaba la reac
tividad del doble enlace de la base de Schiff con BH,Na y L-Cisteina, esg
tos datos y el aumento en la banda de absorcibén a 415 nm, hacen pensar
que las interacciones entre estos grupos y la proteing son directamente
responsables del mantenimiento de la coenzima en un entorno hidrofébido.
Por todo ello y teniendo en cuenta que no existe modificacifn en el gru-
po -OH en posicién 3, la transicibn conformacional dependiente de la con
centraci6n de enzima, podria suponer un cambio en la posicifn relativa
del anillo de PLP con respecto a la proteina que modificase las interac-

ciones entre el N del anillo de la coenzima y la cadena proteica.
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I1I. 7.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA SOBRE LA CONVERSION DE
DE LA FOSFORILASA b EN FOSFORILASA a POR ACCION DE LA FOSFO-
RILASA QUINASA

Los resultados obtenidos en el apartado cuatrodel presente capitulo,
indicaban la existencia de diferencias en el proceso de activacién por
AMP de la fosforilasa b, segfin la concentracién de enzima fuese 1,0 6
3,0 mg/ml. En el presente apartado se encuentran recogidos los resul-
tados preliminares obtenidos sobre el efecto gque la transicién conforma
cional dependiente de la concentracifn de enzima ejerce en el proceso -

de activaci6bn por modificacifin covalente de la enzima.

Las experiencias fueron realizadas , en las condiciones indi-
cadas en materiales y métodos, a dos concentraciones de enzima, 1,0 y
3,0 mg/ml. El1 proceso de conversién fue seqguido midiendo la variacién de
la actividad catalfitica de la fosforilasa en funci6n del tiempo, en au-

sencia de AMP.

Los resultados obtenidos, para la velocidad inicial de fosfori
lacibn y para los niveles miximos de conversibn alcanzados, se encuen=-

tran recogidos en la TABLA XIII.

TABLA XIII

(Enzimal mg/ml 1 ¢ U.A.A.)/ m.| %Conversién

v, . .
inicia

1,0 0,85 40

3,0 2,05 100

U.A.A. = unidades arbitrarias de acitividad catalitica para

la fosforilasa a .
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Teniendo en cuenta los valores iniciales de la velocidad de -~
conversién y la diferencia en la concentraci6én de fosforilasa b en el me
dio de reaccibén, caben dos posibilidades, gue el proceso de conversifn
sea mas répido a 1,0 mg/ml 6 que nos encontremos fuera de la zona line-

al de concentraciones del sustrato.

El nivel m&ximo de conversifn alcanzado a 1,0 mg/ml es unica-

mente del 40 % con respecto del valor obtenido a 3,0 mg/ml.

Estos resultados, aunqgue bastante preliminares, puesto que ha
bria que ampliar el estudio del proceso de conversifn a mas concentra-
ciones de enzima y estudiar el efecto que ejercen sobre &l diferentes -
efectores, parecen indicar de una manera bastante clara, la existencia
de diferencias en el proceso de fosforilacién de la enzima por accibn de
la quinasa, segfin la concentracifn de fosforilasa bsea superior o infe-
rior al intervalo de concentracién en que se produce la transicién con-

formacional dependiente de la concentrac¢ibn de enzima.

Cuanto mayor es la concentracifn de enzima, mayores son los
niveles de actividad alcanzados por modificacifn coovalente o por la
unibén de AMP a su primera clase de sitios de unifn, mientras que a bajas
concentraciones de enzima y altos niveles de AMP ( saturacifn de dos si
tios por monfmero ),la enzima presenta niveles de actividad similares a
los del estado existente a altas concentraciones de enzima a niveles in
feriores de AMP ( ocupacién de una sola clase de sitios de unifn ), sien
do este estado inhibido por niveles de AMP que permitan saturar sus dos

clases de sitios de unién.
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CONCLUSIONES

La fosforilasa b de mfisculo de esqueleto de conejo, presenta
una tmansicién conformacional, dependiente de 1la concentracifn de enzl
ma, en el intervalo de concentraciones comprendido entre 1,5y 2,5 mg/
ml, que modifica sus pmpiedades hidrodindmicas y termodinimicas en -

todo el intervalo de temperaturas estudiado (14 a 30°C)

En todo el intervalo de tempe mturas estudiado (14 a 30°C),
los estados enzimdticos estabilizados a concentraciones de enzima supe-
riores e inferiores a aquellas en que se produce la transicién confor-
macional dependiente de la concentracibn, presentan dos sitios de unié

con diferente afinidad para el activador alostérico AMP.

El estudio de la interaccifén fosforilasa b-AMP y fosforilasa
b-fosfato realizado en funci6n de la temperatura muestra la existenci
de dos transiciones conformacionales inducidas por la temperatura, tan
to a'l,0 mg/ml como a 3,0 mg/ml, centradas a 23 y 20°C aproximadamente
que modifican los pardmetros termodindmicos asociados a la interaccidn
del nucleotido y el sustrato con la enzima, en ausencia y en presencia

de gluc8geno.

El equilibrio dimero = tetrémero es desplazado por la unién

Vs
de AMP hacia la formacibn de este filtimo, tanto mas cuanto menor es la
temperatura. Los niveles de agregacifn inducidos por la unién de la pr

mera molé&cula de AMP disminuyen a saturacibfn de la segunda clase de si
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tios de unién.

El equilibrfo dimero == tetrimeroc en presencia de AMP, es mo
dificado por efecto de la temperatura, tanto en los valores de la cons
tante de equilibrio, cuya representacién de Van't Hoff presenta una --
discontinuidad hacia 23-25°C, como en La velocidad a que se alcanza el

equilibrio, siendo este particularmente rdpido entre 20 y 25°C.

La afinidad de AMP hacia sus dos sitios de unibén en la enzima
a 25°C , aumenta al disminuir el pH desde 7,23 a 6,5, posiblemente de~-
bido a un desplazamiento por efecto del pH de los equilibrios conforma
cionales que la fosforilasa b presenta en disolucifn, hacia el estado

con mayor afinidad hacia el nucleotido Yy los sustratos.

El estudio comparativo del comportamiento de la fosforilasa b
en funcién de la temperatura y el pH parece indicar, que en las condi-
ciones en que se realizb el estudio en funcién de la temperatura, la
transicibn conformacional detectada en torno a 23-25°C es inducida por

la variacién del pH del tampSnasociada al incremento de temperatura.

La presencia de AMP, a concentraciones crecientes, en el medio
de reaccién, parece poner de manifiesto la existencia de dos sitios para
la fijacibén del sustrato, uno de los cuales corresponderia al sitio ca
talftico, cuya afinidad hacia el fosfato aumenta en presencia de AMP, y
un segundo sitio de unién por monbmero, cuya afinidad hacia el fosfato
desciende en presencia del nuclebtido, y que podrfa coincidir con el si
tio de unibn para el fosfato unido covalentemente en la fosforilasa a,
existiendo en nuestyo caso unicamente una interaccién ibnica con la ar
ginina 69?

La interaccifn del fosfato con este segundo sitio de unibn se

ve modificada por efecto de la temperatura y de la transicién conforma
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cional dependiente de la concentracién de enzima.

No parece existir una competicifn entn= el sustrato y AMP
por el sitio de mayor afinidad hacia el nucleftido, ni competiciébn,
por unibén a estados conformacionales diferentes, entre la fijacibn del
sustrato al sitio catalftico y la fijacifn de AMP o Adenina al sitio

mas especifico de las bases.

La fijaci6n de AMP a su segunda clase de sitios de uni6n mo
difica el comportamiento catalftico de la enzima, produciendo una inhi
bici6bn de la cat8lisis a concentraciones de enzima de 3,0 mg/ml y ac-

tivindola a concentraciones de fosforilasa b de 1,0 mg/ml.

La transicién conformacional dependiente de la concentracién
de enzima modifica el proceso de conversibn de la fosforilasa b a fos-
forilasa a por accifn de la fosforilasa quinasa, de tal forma que los
niveles de transformacifn alcanzados a 1,0 mg/ml son del orden del 40%
de los alcanzados a 3,0 mg/ml.

La transicibn conformacional dependiente de la concentracibn
de enzima modifica la exposicibn del cofactor al medio, permitiendo
la resolucibn del - PLP . unido a la enzima con hidroxilamina, en ausen
cia de agentes distorsionantes de la conformacifn enzimdtica y a pH 6,5,
a el cual la actividad catalitica es m&xima, a concentraciones de

enzima inferiores a aguellas en que se estabiliza el estado conformacio

nal existente a altas concentraciones de enzima.

ar’ referencia 27 de Resultados y discusién,
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