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R-43 

Conferência 

UTILIZACÍON DE ENZIMAS COOPERATIVAS 
DE MEMBRANAS COMO HERRAMIENTAS 
PARA EL ESTÚDIO DE ESTRUCTURA Y 
FUNCION DE LAS MEMBRANAS BIOLÓ­
GICAS. (Membrane cooperative enzymes as a 
tool for the investigation of membrane struc­
ture and related phenomena). 

Farias, R.N. I n s t i t u to Super io r de Inves-
t igaciones Biológicas, D e p a r t a m e n t o Bio­
q u í m i c a de la Nut r i c ión (CONICET-
U N T ) , C h a c a b u c o 4 6 1 . San Miguel de 
T u c u m á n , 4 0 0 0 , T u c u m á n , Argent ina . 

Increasing and conclusive evidence has been 
ga the red showing t ha t coopera t ive transi­
t ions of the act ivi ty of a given e n z y m e 
could be cor re la ted to changes in the 
" c o n f o r m a t i o n " o r " s t a t e " of the p r o t e i n 
involved. The d e t e r m i n a t i o n of this k ine t ic 
p a r a m e t e r in membrane-assoc ia ted e n z y m e s 
migh t give some clues as to h o w these 
e n z y m e s are regula ted by the m e m b r a n e . 
This i n fo rma t ion m a y also ind ica te w h e t h e r 
some changes in m e m b r a n e s t ruc tu re t ake 

place u n d e r special cond i t ions . M o d u l a t i o n 
of the allosteric t rans i t ions of m e m b r a n e -
b o u n d e n z y m e s t h r o u g h changes in bac te ­
rial or m a m m a l i a n m e m b r a n e lipid c o m p o ­
sit ion has been reviewed (Fa r i a s et al, 
1975) . T h e po ten t i a l me thodo log ica l im­
p o r t a n c e of the m e a s u r e m e n t s of coopera­
tive t rans i t ions of m e m b r a n e - b o u n d en­
z y m e s as a na tura l p r o b e of m e m b r a n e 
c o n f o r m a t i o n was suggested. In this con­
tex t , it appears tha t the regula t ion of 
m e m b r a n e - b o u n d coopera t ive e n z y m e s 
would serve as a useful too l for s tudy ing 
the physiological events t h a t m a y lead to 
changes in m e m b r a n e sys tems (Fa r i a s , 
1980) . In this work we offer b iochemica l 
e v i d e n c e regarding a new molecu la r 
app roach to the ac t ion of several h o r m o n e s 
in vitro and in vivo on t h e m e m b r a n e fluidity 
th rough s tudies on m e m b r a n e enzymes . 
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Simpósio Internacional 

COOPERATIVE INTERACTIONS IN HEXO-
KINASE D ("GLUCOKINASE"): KINETIC 
AND FLUORESCENCE STUDIES. 
( In te racc iones coopera t ivas en la h e x o -
qu inasa D ( " g l u c o q u i n a s a " ) : es túd ios ci-
né t icos y de f luorescencia) . 
Maria Luz Cardenas, Eliana Rabajille, 
Ian P. Trayer and Hermann Niemeyer. 
D e p a r t a m e n t o de Biologia , Facu l t ad de 
Ciências Básicas y Fa rmacêu t i ca s , Uni-
versidad de Chi le , Casilla 6 5 3 , Sant iago, 
Chi le , and D e p a r t m e n t of Biochemis t ry , 
Univers i ty of Bi rmingham, P.O. Box 
3 6 3 , B i rmingham B15 2 T T , England . 

The hexok inase s are a g r o u p of i soenzymes 
cata lys ing the p h o s p h o r y l a t i o n of glucose 
by A T P . One of t h e m , hexok inase D, 

c o m m o n l y k n o w n as g lucokinase , has a 
crucial role in glucose homeos ta s i s and m a y 
be the sensor relat ing a m b i e n t glucose to 
insulin secre t ion . I t occurs only in hepa-
tocy te s , where it is t he p r e d o m i n a n t iso­
e n z y m e , and in pancrea t i c islets. Liver and 
pancrea t i c hexok inase D have posi t ive coo-
pera t iv i ty wi th respect t o glucose, a cha­
racter is t ic tha t s u p p o r t s the p r e s u m e d 
physiological role of the e n z y m e . 
T h e mo lecu l a r i n t e r p r e t a t i o n of the coope -
rat ivi ty poses some p r o b l e m s , as h e x o ­
kinase D is a m o n o m e r i c p r o t e i n wi th only 
one active site t o which classical equi­
l ibr ium m o d e l s of coopera t iv i ty c a n n o t be 
appl ied . In an a t t e m p t t o u n d e r s t a n d the 
k ine t ic coopera t iv i ty of h e x o k i n a s e D at a 
mo lecu la r level, we have s tudied the effect 
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of different assay cond i t i ons on the coope -
rat ivi ty and the k ine t i c behav iour wi th 
different sugar subs t ra tes . 
Hexok inases D displays posi t ive coope -
rat ivi ty wi th m a n n o s e wi th the same n H 

values (1 .5-1 .6) as wi th glucose, b u t h igher 
K 0 . 5 values (8 mM at p H 8.0 and 12 m M at 
p H 7 . 5 ) In con t ras t , f ructose and 
2-deoxyglucose exh ib i t Michael ian ki­
net ics . A l t h o u g h previously there was ge­
neral ag reemen t t ha t hexok inase D (glu-
cokinase) shows a very low act ivi ty wi th 
f ructose by c o m p a r i s o n wi th the o t h e r 
animal hexok inases , we have found t h a t 
f ructose is relat ively n o b e t t e r as a subs­
t ra te for the o t h e r m a m m a l i a n hexok inases 
t han it is for hexok inase D. F r u c t o s e , 
m a n n o s e , 2-deoxyglucose and N-acetyl-
g lucosamine ac ted as compe t i t i ve inh ib i to rs 
of glucose p h o s p h o r y l a t i o n and decreased 
the coopera t iv i ty wi th respect t o glucose, 
f ructose be ing t h e m o s t efficient. Ga­
lactose , which is ne i the r a subs t ra te n o r an 
inhib i tor , was unab le t o decrease the coo­
pera t iv i ty , t h u s rul ing o u t an unspecif ic 
effect of the o t h e r sugars, such as an 
increase of viscosity. These and o t h e r re­
sults are discussed on the basis of a 
s low-transi t ion m o d e l , which assumes t h a t 
hexok inase D exists ma in ly in one con­
fo rmat iona l s ta te (E j ) in the absence of 
ligand and t ha t the b inding of glucose 
induces a con fo rma t iona l t rans i t ion to E n . 
This new c o n f o r m a t i o n would have a 
higher affinity for the sugar subs t ra tes and 
a higher ca ta ly t ic act ivi ty t han E n . Coope ­
rat ivi ty wou ld resul t f rom shifts of the 
s teady-s ta te d i s t r ibu t ion b e t w e e n the t w o 
e n z y m e forms as the sugar c o n c e n t r a t i o n 
increases. T h e inh ib i to rs w o u l d suppress 
the coopera t iv i ty wi th respect t o glucose 
by induc ing or t r app ing the E n confor­
m a t i o n . The different k ine t i c behav iour of 
hexok inase D wi th the different sugar 
subs t ra tes wou ld be the consequence of 
differences in the velocit ies of the confor­
m a t i o n a l t r ans i t ions induced by the sugar 
subs t ra tes . Glycero l , which at concen­
t r a t ions over 20% suppresses the coope ­
rat ivi ty wi th a decrease in m a x i m a l veloci ty 
and K 0 5 , wou ld stabil ize the E n form or 
an equivalent . 

The b inding of glucose to t h e e n z y m e 

increases the nat ive f luorescence of he­
xokinase D by a b o u t 15%. The corres­
pond ing equi l ibr ium b inding curve is hy­
perbol ic , suppor t i ng the k ine t ic origin of 
the coopera t iv i ty wi th respec t t o glucose. 
Glycero l also enhances t h e nat ive fluores­
cence of h e x o k i n a s e D, in ag reemen t wi th 
the hypothes i s t ha t glycerol m o d u l a t e s the 
equi l ibr ium b e t w e e n Ej and E n . F luores ­
cence s tudies at different t e m p e r a t u r e s 
s u p p o r t s the ex is tence of different con­
fo rmat ions of the a p o e n z y m e . 

SOLVENT ISOTOPE EFFECTS ON THE HE­
XOKINASE IV REACTION: EVIDENCE FOR 
THE MNEMONICAL INTERPRETATION OF 
THE KINETIC COOPERATIVITY. 
(Efec tos del solvente i so tóp ico en la 
reacc ión de la h e x o q u i n a s a IV; p ruebas 
pa ra la i n t e rp re t ac ión m n e m ó n i c a de la 
coopera t iv idad c iné t ica) . 
At hei Cornish-Bow den and Denise 
Pollard-Knight, D e p a r t m e n t of Bio­
chemis t ry , Univers i ty of Bi rmingham, 
P .O. Box 3 6 3 , Bi rmingham B15 2 T T , 
England . 

Several g roups of worke r s have found tha t 
hexok inase IV ( "g lucok inase" ) displays po ­
sitive k ine t ic co-opera t iv i ty wi th respect to 
one subs t ra te , glucose, at h igh concen­
t r a t ions of t h e o the r , MgATP. I t nows 
seems clear t h a t the co-opera t iv i ty is a 
consequence of t h e ex is tence of mu l t ip l e 
c o n f o r m a t i o n a l s ta tes of t h e free e n z y m e 
tha t are n o t at equi l ibr ium u n d e r s teady-
s ta te cond i t i ons . A n y p e r t u r b a t i o n of the 
relative stabil i t ies of these con fo rma t iona l 
s ta tes migh t be e x p e c t e d t o p e r t u r b t h e 
co-opera t iv i ty , and for this reason we have 
e x a m i n e d the effect of replacing the sol­
vents % b y 2 H 2 O. 
In p u r e 2 H 2 O the posi t iv i ty co-opera t iv i ty 
wi th respec t t o glucose d isappears , and 
indeed is conver t ed i n t o negat ive co-opera­
t ivi ty. T h e reac t ion is a b o u t 30% slower in 
2 H 2 0 t han 1H2 O at h igh c o n c e n t r a t i o n s of 
b o t h subs t ra tes , typica l of the behav iou r of 
o t h e r sys tems b u t the re is a subs tant ia l 
inverse i so tope effect at low glucose b u t 
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high MgATP c o n c e n t r a t i o n s , i.e. t he reac­
t ion is a b o u t 3.5 t imes faster in 2 H 2 0 than 
in 1 H 2 0 u n d e r these cond i t i ons . In con­
trast t o t h e behav iour wi th respec t t o 
glucose, the e n z y m e obeys Michaelis-
M e n t e n kinet ics wi th respec t t o MgATP in 
b o t h solvents . 
An inverse i so tope effect as large as 3.5 is 
unusua l , and in the case of h e x o k i n a s e IV it 
was ent i re ly u n e x p e c t e d . None the les s , it 
can be ra t ional ized in t e rms of the m n e m o -
nical m e c h a n i s m p r o p o s e d prev ious ly as an 
exp l ana t i on of the k ine t ic co-opera t iv i ty in 
1 H 2 O. One way of descr ibing this copera-
tivity is t o say t h a t the reac t ion is s lower at 
low glucose c o n c e n t r a t i o n s t han one would 
expec t f rom t h e ra te at high concen t ra ­
t ions : the m n e m o n i c a l exp l ana t i on of this 
is t ha t t h e highly reactive form of free 
e n z y m e released at the end of the ca ta ly t ic 
cycle can on ly mani fes t its high react ivi ty if 
it e n c o u n t e r s a glucose molecu le and con­
verts i t i n t o p r o d u c t s before it has t ime t o 
relax t o the m o r e s table form; this is likely 
to h a p p e n only at high c o n c e n t r a t i o n s of 
b o t h subs t ra tes . If t h e equi l ib r ium is per­
tu rbed , however , so t h a t the e n z y m e form 
released a t the end of the ca ta ly t ic cycle 
ceases t o be the less s table , no such effect 
will be possible and the u n e x p e c t e d l y slow 
reac t ion at low glucose c o n c e n t r a t i o n s will 
n o t be seen .One can gain add i t iona l infor­
m a t i o n a b o u t the n a t u r e of an i so tope 
effect by m a k i n g a " p r o t o n i n v e n t o r y " , i.e. 
by s tudy ing the k inet ics in m i x t u r e s of 
1 H 2 O and 2 H 2 O. In the case of hexok inase 
IV the d e p e n d e n c e of ra te on the m o l e 
fract ion o f 2 H 2 O is m a r k e d l y non- l inear , so 
t ha t a l t hough the ra te for 0 .25 m M glucose 
and 4 .3 m M MgATP is 2.4 t imes faster in 
2 H 2 0 t han in 1 H 2 O, it is on ly 1.2 t imes 
faster in an equ imo la r m i x t u r e of the t w o . 
This m a r k e d curva tu re e l imina tes cer ta in 
s imple exp lana t ions of the i so tope effect, 
b u t it does no t , u n f o r t u n a t e l y , d i scr imina te 
b e t w e e n some m o r e realist ic possibil i t ies 
t ha t are m o r e obvious ly of relevance to the 
hexok inase IV reac t ion . In par t icu lar , t he 
resul ts wou ld be cons i s ten t n o t on ly w i th 
stabil izing of one form of free e n z y m e , as 
suggested above , b u t also wi th an increase 
in 2 H 2 O of t h e ra te c o n s t a n t for b ind ing of 
glucose t o the o t h e r form in 2 H 2 O. 

CHEMICAL MODIFICATION AND STRUCTURE 
OF THE ACTIVE SITE OF PYRUVATE KI­
NASE. 
(Modif icación q u í m i c a y e s t ruc tu ra del 
si t io act ivo de la p i ruva to-quinasa) . 
Jaime Eyzaguirre. L a b o r a t ó r i o de Bio­
q u í m i c a . D e p a r t a m e n t o de Biologia Ce­
lular, Facu l t ad de Ciências Biológicas. 
Pont i f íc ia Universidad Catól ica de Chile , 
Sant iago , Chile. 

I m p o r t a n t advances have been made in r ecen t 
years in the e luc ida t ion of the s t ruc tu re of 
p y r u v a t e kinase . Mui rhead and co-workers 
(1) using X-ray diffract ion, have es tabl ished 
the t h r e e - d i m e n s i o n a l s t ruc tu re of the cat 
musc le e n z y m e at 2.6 A reso lu t ion . The 
p r imary s t ruc tu re is k n o w n for yeas t (2 ) 
and ch icken musc le (3 ) p y r u v a t e k inases ; 
the first has been es tabl ished by sequenc ing 
the e n z y m e gene , while the second by 
sequencing t h e c D N A cor re spond ing to its 
m R N A . A n i m p o r t a n t aspect in the s t u d y of 
the m e c h a n i s m and func t ion of p y r u v a t e 
kinase is t o establish t h e loca t ion of the 
active site of the e n z y m e and the a m i n o 
acid res idues par t i c ipa t ing in subs t r a t e 
b ind ing and ca ta ly t ic act ivi ty . J o h n s o n et 
al. (4 ) have specifically labeled the bovine 
m u s c l e e n z y m e wi th t r i n i t robenzene -
sulfonic acid and have sequenced a TNP-
pep t i de . 

Work p e r fo rmed in o u r l a b o r a t o r y wi th the 
rabb i t musc le e n z y m e has shown the par­
t ic ipa t ion of an arginine res idue in the 
b inding of p h o s p h o e n o l p y r u v a t e by che­
mical mod i f i ca t ion wi th b u t a n e d i o n e (5) . 
More recen t ly , d i a ldehyde-ADP ( o A D P ) has 
been used as an affinity label of the 
e n z y m e (6 ) . 
o A D P irreversibly inact ivates p y r u v a t e ki­
nase. T h e inac t iva t ion reac t ion is f i rs t-order 
wi th respec t t o o A D P and follows satura­
t ion k inet ics , ind ica t ing t ha t the e n z y m e 
first forms a reversible c o m p l e x wi th the 
inac t iva tor . A D P and A T P , especially in the 
p resence of M g + 2 , p r o t e c t very s t rongly 
againts inac t iva t ion , while PEP and pyru ­
vate are less effective. o A D P is n o t a 
subs t ra t e of p y r u v a t e kinase b u t behaves as 
a compe t i t i ve inh ib i to r . Using 1 4 C - o A D P , 
it was shown tha t the e n z y m e b inds 6-7 
o A D P molecu les pe r subun i t , ind ica t ing 
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t ha t a cons iderable a m o u n t of non-specific 
b ind ing occurs . 
If t h e e n z y m e is p re - incuba ted wi th cold 
o A D P in the p resence of high concen­
t r a t ion of A T P , dia lyzed and incuba ted 
wi th 1 4 C-oADP, t h e e n z y m e is inac t iva ted 
and only one o A D P molecu le i nco rpo ra t e s 
pe r sub-uni t . Af ter r e d u c t i o n and car-
b o x y m e t h y l a t i o n , t h e modi f ied e n z y m e was 
t r ea ted wi th t ryps in , and the digest was 
subjected t o gel f i l t rat ion. T h e purif ied 
labeled p e p t i d e was sequenced , and a 
sequence ident ica l t o the first 26 res idues 
of the p e p t i d e isolated by J o h n s o n et al. 
(4) was ob t a ined . 
A n ident ical s equence can also be found in 
the ch icken musc le e n z y m e , and a region of 
high h o m o l o g y is also p resen t in the yeas t 
e n z y m e . The fact t ha t th is region is h ighly 
conserved from low e u k a r y o t e s t o m a m ­
mals is an add i t iona l ind ica t ion t ha t it is 
loca ted in a site essential for catalysis . 
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ALLOSTERIC REGULATION AND AGGRE­
GATION STATES OF E. COLI PHOSPHO-
FRUCTOKINASES. 
(Regulac ión alostér ica y es tados de agre-
gación en fosfof ruc toquinasas de E. 
coli). 
Victoria Guixé1 and Jorge Babul2, 1 De­
p a r t a m e n t o de Biologia y 2 D e p a r t a m e n ­
to de Q u í m i c a , Facu l t ad de Ciências Bá­
sicas y F a r m a c ê u t i c a s , Univers idad de 
Chile, Casula 6 5 3 , San t iago , Chile. 

E n z y m e ca ta lyzed reac t ions are regula ted 
by m o d u l a t i o n of key reac t ions t h a t con­
trol m e t a b o l i c f luxes. O n e of the m a i n 
m o d e s of regula t ion is the con t ro l of t h e 
act ivi ty of a given a m o u n t of e n z y m e 
th rough several t ypes of mechan i sms . 

Be tween these are the con fo rma t iona l 
changes t h a t al ter the in te rac t ions b e t w e e n 
p o l y p e p t i d e chains , t ha t change the en­
z y m e aggregat ion s ta te , or b o t h . These 
changes are the resul t of b ind ing of small 
molecu les such as subs t ra tes or effectors , 
and have been s h o w n to be of special 
i m p o r t a n c e in t h e regula t ion of e n z y m e s 
c o m p o s e d of several p o l y p e p t i d e chains . A t 
a physiological level it is l ikely t h a t the 
p i c tu re is m o r e c o m p l e x and c o m b i n a t i o n s 
of regu la to ry m e c h a n i s m s such as confor­
m a t i o n a l changes and po lymer i za t ion -
d e p o l y m e r i z a t i o n reac t ions wou ld t ake 
p lace . 

Because of the s t ruc tu ra l c o m p l e x i t y of 
regula tory enzymes , knowledge of the re­
la t ionship b e t w e e n the i r s t r u c t u r e and 
func t ion is far f rom c o m p l e t e . Such is the 
case wi th p h o s p h o f r u c t o k i n a s e , an e n z y m e 
cons idered crucial for t h e regula t ion of 
glycolysis since it ca ta lyzes the first u n i q u e 
s tep of t h e p a t h w a y and , as expec t ed , is 
regula ted by several effectors (1 ) . T h e 
e n z y m e from several sources has been 
charac te r ized and show a var ie ty of regu­
la to ry p roper t i e s . T h e wild t y p e s t ra in of E. 
coli con ta ins t w o p h o s p h o f r u c t o k i n a s e s 
(Pfk) . P fk -1 , t h e ma in i sozyme , is an 
al losteric e n z y m e which shows coope ­
rat ivi ty wi th respec t t o fructose-6-P, while 
the m i n o r i sozyme , Pfk-2, p resen t s hype r ­
bolic k ine t ics (2 ) . St ra ins wi th t h e pfkBl 
m u t a t i o n con t a in increased levels of Pfk-2 
and strains wi th a closely l inked m u t a t i o n , 
pfk BIO, genera te a m o r e labile e n z y m e , 
Pfk-2*. D o u b l e m u l t a n t s , pfkBl pfkBlO, 
presen t high levels of the var ian t e n z y m e . 
T h e in vivo func t ion of Pfk-2 is n o t k n o w n . 
However , t he p resence of high levels of this 
i sozyme in s t ra ins lacking Pfk-l res to res 
g r o w t h o n sugars and does n o t cause 
g r o w t h abnormal i t i e s . On the o t h e r h a n d , 
s t ra ins wi th high levels of Pfk-2* are 
m a r k e d l y impa i red in the i r g r o w t h on 
glycerol and o t h e r g luconeogenic ca rbon 
sources (3 ) . Charac te r i za t ion of Pfk-2 and 
Pfk-2* shows t ha t t hey have different 
k ine t ic features . B o t h e n z y m e s p re sen t an 
o rde red sequent ia l m e c h a n i s m wi th a diffe­
ren t o rder of add i t ion of subs t ra tes and 
release of p r o d u c t s (4 ) . F u r t h e r m o r e , the 
e n z y m e s behave dif ferent ly t o w a r d s A T P , 
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an inh ib i to r of the major i ty of the 
phosphof ruc tok inase s s tud ied and consi­
dered of i m p o r t a n c e for its regula t ion . A t 
subsa tura t ing fructose-6-P c o n c e n t r a t i o n s , 
MgATP only inh ib i t s Pfk-2. This effect 
d iminishes u p o n increasing the fruc-
tose-6-P c o n c e n t r a t i o n , decreasing the p H 
of t h e r eac t ion m i x t u r e o r using o t h e r 
nuc leo t ides ins tead of ATP. F ree A T P 
inhibi ts Pfk-2 and Pfk-2* and acts as a 
compe t i t i ve inh ib i to r wi th respect t o the 
subs t ra t e MgATP in b o t h cases. 
Zona l s e d i m e n t a t i o n e x p e r i m e n t s in su­
crose dens i ty gradients of Pfk-2 so lu t ions 
show tha t the e n z y m e can be presen t as a 
d imer or a t e t r a m e r depend ing on relative 
c o n c e n t r a t i o n s of MgATP, free A T P and 
fructose-6-P. In cond i t i ons u n d e r which 
Pfk-2 is inh ib i ted , low fructose-6-P and 
high MgATP c o n c e n t r a t i o n s , t he e n z y m e is 
p resen t as a t e t r amer . As t h e fructose-6-P 
c o n c e n t r a t i o n is raised, the inh ib i to ry 
effect of MgATP is abol ished and t h e 
e n z y m e is conver ted to a d imer . However , 
at inh ib i to ry c o n c e n t r a t i o n s of free A T P 
the e n z y m e is a d imer . On the o t h e r ha nd , 
Pfk-2* is a d imer in all c o n d i t i o n s s tudied . 
These resul ts suggest the p resence of a 
regula tory site for MgATP in Pfk-2 wh ich is 
affected in Pfk-2* as a consequence of the 
pfkBlO m u t a t i o n . F u r t h e r m o r e they 
suggest t h a t t h e MgATP inh ib i t ion of Pfk-2 
is re la ted t o the prevalence of a t e t r amer i c 
aggregat ion s ta te . Possibly, Pfk-2* is n o t 
able t o p o l y m e r i z e i n t o a t e t r a m e r because 
of the a l te ra t ion in i ts regu la tory site for 
MgATP. (F inanc i ado p o r Universidad de 
Chile , P r o y e c t o B-1368 y B-1998 ; F o n d o 
Naciona l de Desarro l lo Cient í f ico y Tecno­
lógico, P r o y e c t o 0 2 5 5 ; P N U D - U N E S C O 
CHI 8 1 / 0 0 1 y O.E.A. ) . 
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THE SYSTEMIC THEORY OF CONTROL. (La 
teoria sistêmica del control). 

Henrik Kacser. D e p a r t m e n t of Ge­
net ics , Univers i ty of Ed inburgh , Edin­
bu rgh E H 9 3JN , Grea t Bri tain. 

T h e i n t e r d e p e n d e n c e of all reac t ion s teps 
wi th in a cell or organism has the con­
sequence t h a t t h e r a t e of one e n z y m e 
ca ta lyzed reac t ion is affected by its 
ne ighbours and t h r o u g h these by all t he 
e n z y m e s in the sys tem. It is therefore in 
pr inc ip le imposs ib le t o m a k e asser t ions 
a b o u t the con t ro l wh ich one s tep exercises, 
even if t he c o m p l e t e algebraic fo rmula t ion 
for t ha t s tep is available. Even the fullest 
i n fo rma t ion on all s teps (hard ly possible in 
p rac t ice ) wou ld on ly resul t in a very large 
set of s imu l t aneous non- l inear e q u a t i o n s to 
which there is n o analyt ical so lu t ion . 
T h e t h e o r y avoids this p r o b l e m by conside­
ring the responses of each r a t e t o pe r tu r ­
ba t ions of the molecu la r c o n c e n t r a t i o n s 
while it is e m b e d d e d in the whole sys tem. 
I t defines Elast ic i ty Coeff icients for each 
ra te 

V; 9 lnvi 

Mj 9 InMj 

The re as as m a n y elast ici ty coeff icients for 
r a t e v, as there are par t i c ipa t ing molecu les , 
Mj. When these ra tes are coup led t o each 
o t h e r in to a sys tem, the c o m b i n a t i o n of t h e 
elast ici ty coeff icients genera te sys temic res­
ponses , t he C o n t r o l Coeff icients , 

F j 91nFi 
e.g. C = 

S E i 9 l n E . 
j 

Such d imens ionless n u m b e r s give a quan t i ­
tat ive measure of h o w a sys tem flux, F i 5 is 
con t ro l l ed by an e n z y m e Ej . T h e relat ive 
values of c o n t r o l coeff icients give the dis­
t r i bu t i on of con t ro l in the sys tem. This 
d i s t r ibu t ion is cons t r a ined by the flux 
s u m m a t i o n p r o p e r t y , 

. S = 1. 

E x p e r i m e n t a l m e t h o d s , using m o d u l a t i o n 
me thodo log ie s , are available t o d e t e r m i n e 
b o t h elast ici ty and c o n t r o l coeff icients . 
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CHAOTIC RESPONSE OF A GLYCOLYTIC MO­
DEL SYSTEM. (Respuesta caótica de un sis­
tema glicolítico modelo). 

Mario Markus and Benno Hess. Max-
P lanck- Ins t i tu t für E rnãh rungsphys io -
l o g i e , R h e i n l a n d d a m m 2 0 1 , 4 6 0 0 
D o r t m u n d 1, F R G . 

A glycoly t ic m o d e l con ta in ing deta i led ra te 
laws for the e n z y m e s p h o s p h o f r u c t o k i n a s e 
and p y r u v a t e kinase reveals a r ich var ie ty of 
t ime p a t t e r n s w h e n the subs t ra t e i n p u t flux 
is c h a n g e d per iodical ly [ 1 , 2 ] . These 
p a t t e r n s m a y be pe r iod ic , quas iper iod ic o r 
chao t ic . U p o n slow var ia t ion of the ex­
ternal flux p a r a m e t e r s ( amp l i t ude and fre­
q u e n c y ) , we found cond i t i ons at wh ich the 
response of the sys tem is descr ibed by 
several hys teres is loops nes ted i n t o each 
o the r . U n d e r such cond i t i ons , t he sys tem 
acts as a c o m p l e x m e m o r y device, w h e r e 
several t ime p a t t e r n s —we found u p to four 
of them— m a y o c c u r u n d e r the same values 
of the ex te rna l pa r ame te r s and m a y be 
swi tched from one to a n o t h e r by shor t 
subs t ra te pulses. 

The m o d e l sys tem is descr ibed by t w o t ime 
d e p e n d e n t phase variables X i and x 2 . X i 
and x 2 m a y be t w o m e t a b o l i t e concen­
t ra t ions , for e x a m p l e . A th ree-d imens iona l 
p lo t wi th t h e coo rd ina t e s x x , x 2 and t 
yields t ra jector ies screwing the i r way i n t o 
inf ini ty in the t -d i rect ion. A p lo t wi th t h e 
coo rd ina t e s X i , x 2 cosco e t and x 2 s i n c o e t , 
where co e is t h e ex te rna l f requency , yields 
a finite graphic display. In th is represen­
t a t ion , pe r iod ic so lu t ions appea r as closed 
curves, while chao t i c so lu t ions r a n d o m l y 
fill u p a well def ined a t t r ac to r . A cu t 
t h r o u g h this a t t r a c t o r wi th a p lane defined 
by t = (ip + 27rn)/o> e , for a given phase <p 
and n = 1,2,3,.. . , yields a s t roboscop ic 
p o r t r a i t of the so lu t ion . U p o n var ia t ion of 

the s t roboscop ic p o r t r a i t of a chao t i c 
so lu t ion displays a t r ans fo rma t ion con­
sisting of s t re tch ing , folding and pressing of 
the a t t r ac t ing region. 

Chaos obey ing the s t re tch-fold-press t rans­
fo rma t ion , as well as a var ie ty of pe r iod ic 
t ime p a t t e r n s , were recen t ly verified exper i ­
men ta l ly in the theore t ica l ly p red ic t ed ran­
ge of ex te rna l p a r a m e t e r s by m e a s u r e m e n t s 
of N A D H f luorescence in ex t r ac t s of ba­

ker ' s yeas t (M. Markus , D. Kuschmi t z and 
B. Hess, in p r e p a r a t i o n ) . 
The significance of these resul ts in the 
u n d e r s t a n d i n g of biological t ime p a t t e r n s 
will be discussed. 
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ROLE OF THE DI ANIONIC FORM OF THE 
NUCLEOTIDE 5' LAST PHOSPHATE IN CA­
TALYSIS, REGULATION, AND POLY­
MERIZATION PROCESSES. (Rol de la forma 
dianiónica del fosfato terminal 5' del nucleotide) 
en procesos de catálisis, regulación y polime-
rización). 
Octavio Monasterio and Serge N. Tima-
sheff. D e p a r t a m e n t o d e Biologia , Facul -
tad de Ciências Básicas y Fa rmacêu t i ca s , 
Univers idad de Chi le and G r a d u a t e De­
p a r t m e n t of Biochemis t ry , Brandeis Uni­
vers i ty . 

Regula t ion of the m e t a b o l i c processes by 
nuc leo t ides has been extensively s tud ied . 
Thus , the invo lvement of cyclic nuc leo t ides 
(cAMP) in cascade mechan i sms of regu­
la t ion , covalent modi f i ca t ion ( p h o s p h o ­
ry l a t i on , adeny ly l a t i on ) and allosteric 
effectors (ATP , G T P , CTP, AMP, e tc . ) , are 
usual ly r e p o r t e d in the l i te ra ture . However , 
t he role of t h e different pa r t s of the 
nuc leo t ide molecu le in these processes is 
p o o r l y u n d e r s t o o d . T w o expe r imen ta l 
app roaches have been i n t r o d u c e d in o r d e r 
t o k n o w a b o u t the active c o n f o r m a t i o n of 
the nuc leo t ides t ha t in te rac t s wi th the 
b inding site of a p r o t e i n : nuc lear magne t i c 
r esonance spec t ro scopy and the use of 
s table me ta l complexes of some nucleos ide 
t r i p h o s p h a t e s ( A T P and G T P ) . These t w o 
approaches have been useful t o d e t e r m i n e 
the loca t ion of the me ta l in t h e active 
complexes of the e n z y m e s and t h e me­
chanisms of the subs t i t u t i on reac t ions on 
p h o s p h o r u s (1 ,2 ) . However , these t ypes of 
s tudies have n o t d i rec t ly a l lowed t o s t u d y 
the role of the negat ive charges of the 
nuc leo t ide on its m e c h a n i s m of ac t ion . In 
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order t o k n o w the role of the negat ive 
charges of the last p h o s p h a t e of the nu­
c leo t ide , t he h y d r o x y l g roup has been 
subs t i t u t ed by a f luorine a t o m . Since the 
f luorine a t o m is smaller than the h y d r o x y l 
g roup (Van der Waals radii 1.35 Â and 2 .20 
Â respect ively) t he b inding of the subs­
t i t u t e d nu c l eo t i de shou ld n o t be h inde red 
sterically: differences in behavior could be 
r a the r due to the higher e lec t ronegat iv i ty 
of t he f luorine a t o m . A consequence of this 
is the lower affinity c o n s t a n t of the fluo-
r i n a t e d a n a l o g for divalent ca t ions 
( G T P - M n Kas. = 1 5 1 , 0 0 0 ; G T P F-Mn 
Kas. = 6 ,100 ) . 5 ' - f luorosphospha te analogs 
of nuc leo t ides seem to mimic nuc leo t ides 
wi th one h y d r o g e n on the p h o s p h a t e chain . 
These f l u o r o p h o s p h a t e derivatives have 
been used t o s tudy the nuc l eo t ide me­
chanism of ac t ion in hexok inases , myos in 
( A T P 7 F ) , g lycogen phospho ry l a se b 
( A M P a F ) and e longa t ion fac tor G (GTP7F). 
These analogs act as compe t i t i ve non-
h y d r o l yz a b l e inh ib i tors . 
T u b u l i n p o l y m e r i z a t i o n and o t h e r rever­
sible associa t ions of macromolecu les are 
regula ted by G T P (3 ,4 ) . In o rde r t o s tudy 
w h e t h e r tubu l in p o l y m e r i z a t i o n requi res 
the d ian ionic form of GTP , we s tudied the 
effect of GTP7F on the p o l y m e r i z a t i o n 
process . GTP7F was a compe t i t i ve inh ib i to r 
of the GTPase act ivi ty of tubul in-colchic ine 
c o m p l e x and it s t o p p e d t h e p o l y m e r i z a t i o n 
process dur ing the course of reac t ion and 
n o d e p o l y m e r i z a t i o n occur red . This indi­
cates t ha t GTP7F has access only t o the 
nuc l eo t ide exchangeab le site of the free 
t ubu l in d imer . Tubu l in has one m o l e of 
magnes ium t ight ly b o u n d per m o l e of 
d imer . In o r d e r t o k n o w w h e t h e r t he 
inh ib i to ry effect of GTP7F was d u e t o the 
release of t h e meta l , we replaced mag­
nes ium pe r manganese (a pa ramagne t i c i on ) 
and we fol lowed the pa ramagne t i c effect of 
manganese o n the f luorine N M R signal 
from the GTP7F-tubulin-metal c o m p l e x . In 
this way we d e t e r m i n e d the loca t ion of the 
me ta l site respect t o the nuc l eo t ide site. 
Longi tud ina l and transversal r e laxa t ion ti­
mes m e a s u r e m e n t s of the 1 9 F -NMR signal 
a l lowed us to d e t e r m i n e tha t the d is tance 
of t he manganese site t o the f luorine a t o m 
was b e t w e e n 5 t o 8 Ã. F r o m these s tudies 

we conc luded t h a t the presence of the 
d ianionic form of the last p h o s p h a t e of the 
me ta l -GTP c o m p l e x is essential t o s t imula te 
the p o l y m e r i z a t i o n of tubul in . Fu r the r ­
m o r e , these findings and the cases men­
t ioned above suggest a general r e q u i r e m e n t 
of t h e d ian ionic form of the last p h o s p h a t e 
in t h e 5 ' -phospha tes chain for the me­
chanism of ac t ion of nuc leo t ides in cata­
lysis, regula t ion and p o l y m e r i z a t i o n of pro­
teins. ( S u p p o r t e d by N I H G r a n t s Nos . GM 
14603 and CA 16707) . 
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CONCURRENCE OF MULTIPLE MECHANISMS 
IN THE REGULATION OF ENZYME AC­
TIVITY. (Concurrencia de mecanismos mul­
tiples en la regulation de la actividad enzi-
mática). 

Hermann Niemeyer, D e p a r t a m e n t o de 
Biologia, Facu l t ad de Ciências Básicas y 
Fa rmacêu t i ca s , Univers idad de Chile , Ca­
sula 6 5 3 , Sant iago , Chile. 

Since the initial discovery in the midd le 
fifties of t h e pr incipal m e c h a n i s m s for 
e n z y m e regula t ion the capac i ty of some 
e n z y m e s t o in tegra te a great a m o u n t of 
m e t a b o l i c i n fo rma t ion has been recognized. 
In real i ty the m o d u l a t i o n of e n z y m e acti­
vity involves a c o m p l e x n e t w o r k of in­
te rac t ions opera t ing in oppos i t e or com­
p l e m e n t a r y m a n n e r . 
A p r imary m e c h a n i s m of modi f i ca t ion of 
e n z y m e act ivi ty is the concentration of 
substrates and cofactors of the ca ta lyzed 
reac t ion . In m o s t e n z y m e s of pu ta t ive 
significance for the regula t ion of a m e t a b o ­
lic p a t h w a y , c o m m o n l y called " regu la to ry 
e n z y m e s " , t he d e p e n d e n c e of act ivi ty u p o n 
subs t ra te c o n c e n t r a t i o n depa r t s f rom the 
classic hyperbol ic Michael is -Menten func t ion 
and coopera t iv i ty (posi t ive o r negat ive) is 
appa ren t . The sa tu ra t ion func t ion wi th 
subs t ra te for several of these e n z y m e s is 
represen ted t o a good a p p r o x i m a t i o n by 
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t h e equa t ion v = V Sh , (K * + S*) 

a l though some of t hem display m o r e com­
pl icated kinet ics . K 0 s is t he c o n c e n t r a t i o n 
for hal f -maximal veloci ty (V) , and h is t he 
Hill coefficient , used opera t iona l ly t o ex­
press the degree of coopera t iv i ty . Such 
regula tory e n z y m e s are of ten o l igomeric 
p ro te ins wi th several in te rac t ing sites. In 
add i t ion t o the ca ta ly t ic sites, t h e y are 
provided wi th regu la to ry or allosteric sites 
tha t specifically b ind me tabo l i t e s tha t m o ­
du la te e n z y m e act ivi ty . Occasional ly the 
allosteric effector is a subs t ra te o r p r o d u c t 
of the r eac t ion . Al loster ic sites are ge­
neral ly loca ted in the same subun i t res­
pons ib le for the catalysis , a l t hough in a few 
cases there are special r egu la to ry subuni t s . 
The ac t ion of regu la to ry effectors (acti­
va tors , inh ib i to rs ) resul ts generally in chan­
ges of the e n z y m e affinities for the substra­
t e ^ ) t h rough modi f i ca t ions in K 0 s and h. 
Of greates t in te res t is t he p a t t e r n of deli­
ca te in te rp lay of subs t ra tes and modif iers , 
in such a way t ha t algebraic add i t ion , 
synergism or an tagon ism of effects m a y be 
observed in k ine t ic a n d / o r b ind ing expe­
r iments . F o r example , al losteric inh ib i to rs 
act as compe t i t i ve inh ib i to rs inasmuch as 
their effects are c o u n t e r a c t e d by increasing 
subs t ra te c o n c e n t r a t i o n s . A l t h o u g h t h e y d o 
no t c o m p e t e for the same site, t hey are 
m u t u a l l y exclusive. Ac t iva to rs and inhi­
b i tors o p e r a t e similarly t o d e t e r m i n e a 
par t i cu la r level of act ivi ty at a given ra t io 
of ligand c o n c e n t r a t i o n s . I t is accep ted t ha t 
the in t e rac t ion of t h e e n z y m e wi th a ligand 
inf luences the in t e rac t ion wi th o t h e r ligand 
and t ha t this is accompl i shed t h r o u g h 
con fo rma t iona l changes of the e n z y m e 
p ro t e in . 
In add i t ion , the response of e n z y m e acti­
vity t o a pa r t i cu la r set of ligand concen­
t ra t ions d e p e n d s in m a n y cases on the 
covalent modification of the e n z y m e 
t h r o u g h t h e ac t ion of conver te r e n z y m e s 
t ha t are themselves r ecep to r s of r egu la to ry 
signals. T h e conver t e r e n z y m e s can amplify 
these signals by ac t ing in cascade u p o n t h e 
subs t ra te e n z y m e s , which m a y be o t h e r 
conver t e r e n z y m e s . The modi f ied e n z y m e 
and the original form differ in the i r affi­
ni t ies for subs t ra tes , cofac tors and allos­

teric effectors . Conversely , t he e x t e n t and 
ra te of e n z y m e modi f i ca t ion , i.e., t he sus­
cept ib i l i ty t o covalent modi f i ca t ion , is 
of ten a func t ion of the relat ive concen­
t ra t ions of the several l igands. In general , 
covalent modi f i ca t ion and allosteric effec­
tors act complemen ta r i l y in the sense of 
ob ta in ing e i ther an a u g m e n t e d or a de­
creased act ivi ty at non-sa tu ra t ing con­
cen t r a t ions of the subs t ra te (s ) . 
In mul t ice l lu lar organisms the s teady s ta te 
of t h e original and modif ied forms of 
i n t e rconve r t ed e n z y m e s t h r o u g h phos -
p h o r y l a t i o n - d e p h o s p h o r y l a t i o n is a func­
t ion of h o r m o n a l equi l ibr ia and nervous 
c o m m a n d , and thus the integrat ive endo­
crine and nervous systems pa r t i c ipa te in the 
r e g u l a t i o n of me tabo l i sm. Typica l ly , 
g lucagon and ca t echo lamines p r o m o t e 
p h o s p h o r y l a t i o n b y m e a n s of adeny la t e 
cyclase o r C a 2 + - d e p e n d e n t mechan i sms , and 
insulin an tagonizes the i r ac t ions . 
The c o n c u r r e n c e of diverse mechan i sms of 
regula t ion on a single e n z y m e , w i th com­
plex and c o h e r e n t in t e rac t ions , leads to a 
flexible and effective regula t ion of the 
e n z y m e act ivi ty . A given set of cond i t i ons 
favours the ac t iva t ion and o t h e r set the 
inh ib i t ion and t h e possibi l i ty is given to 
establish different i n t e r m e d i a t e s ta tes of 
act ivi ty s m o o t h l y and c o n t i n u o u s l y , wh ich 
m a y be represen ta t ive responses of the cell 
t o i ts e n v i r o n m e n t . 
A n o t h e r m e c h a n i s m opera t ing u p o n en­
z y m e s and to which a role in the con t ro l of 
m e t a b o l i c fluxes is o f ten assigned refers t o 
changes in the concentration of the enzyme 
protein. It is well d o c u m e n t e d t ha t several 
e n z y m e s decay u n d e r given c i r cums tances 
( repress ion, d e i n d u c t i o n ) and increase (in­
d u c t i o n ) u n d e r o the r s . T h e m e c h a n i s m s of 
these changes are r a the r well u n d e r s t o o d in 
bacter ia , especial ly w h e n re la ted to the 
con t ro l of t h e mod i f i ca t i on of ra tes of 
synthes is of e n z y m e s . Less is k n o w n in 
re la t ion to p r o t e i n degrada t ion . In euca-
ryo t e s the subject appears m o r e compl i ­
ca ted and the progress is slow. I t has been 
shown t h a t changes in c o n c e n t r a t i o n of 
some e n z y m e s are re la ted to modi f i ca t ions 
in the ra te of synthes is , which corre la tes 
wi th levels of specific m R N A , b u t the 
m e c h a n i s m of such c o n t r o l is n o t well 
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u n d e r s t o o d . T h e levels of o t h e r e n z y m e s 
appear t o resul t f rom major changes in 
the i r ra tes of degrada t ion . Final ly , e n z y m e 
levels are n o t in f requent ly , t he resul t of the 
in terp lay of changes in the ra te of synthes is 
and degrada t ion . Whichever the m e c h a n i s m 
m a y be , it appears t ha t e n z y m e s whose 
levels are drast ical ly modif ied after mani ­
pu la t ions of t h e d ie t o r the endoc r ine 
sys tem are the same e n z y m e s t ha t are the 
subject of a p lura l i ty of mechan i sms to 
con t ro l the i r activit ies. One is t e m p t e d to 
specula te t ha t e n z y m e s t h a t are modif ied in 
their c o n f o r m a t i o n t h rough n o n covalent 
or covalent in te rac t ions m a y serve as 
regula tory signals for the i r synthes is a n d / o r 
degrada t ion . T h e changes in the a m o u n t of 
e n z y m e s are r a the r slow as c o m p a r e d t o 
regula t ion of activit ies and there fore p ro ­
bably n o t an efficient m o d e of con t ro l of 
the flux of a given me tabo l i c p a t h w a y . 
However , t hey m a y represen t a mechan i sm 
for a b e t t e r d i s t r ibu t ion of the cell mater ia l 
in o rde r to avoid the m a i n t e n a n c e of 
unused e n z y m e s , on one h a n d , and to 
pe rmi t an increase of e n z y m e s actively 
used, on the o the r . 

T h e supe r impos i t ion u p o n the regula tory 
e n z y m e s of mu l t ip l e mechan i sms m a k e s it 
difficult the ana lyze each ac t ion separa te ly 
and to u n d e r s t a n d its exac t c o n t r i b u t i o n to 
the m o d u l a t i o n of the e n z y m e act ivi ty . 
Even m o r e difficult appears the evaluat ion 
of the pa r t i c ipa t ion of such mul t i -
m o d u l a t e d e n z y m e s o n the regula t ion of a 
m e t a b o l i c p a t h w a y wi th in the cell. A t 
p resen t , several a t t e m p t s are m a d e from 
theore t ica l and expe r imen ta l app roaches t o 
have a b e t t e r insight on this p r o b l e m . T h e 
appl ica t ion of n o n invasive m e t h o d o l o g i e s 
pe rhaps gives some insight i n t o some of the 
p r o b l e m s . On the o t h e r h a n d , theore t ica l 
t r e a t m e n t s of the m e t a b o l i c n e t w o r k m a y 
p u t some o rde r on ou r views of it , and m a y 
suggest new expe r imen ta l app roaches to 
test t he mode l s t ha t will appear . Many of 
these aspects of m e t a b o l i c regula t ion are 
t rea ted in d e p t h dur ing the S y m p o s i u m and 
some of t h e m a i n c o n t r i b u t i o n s will be 
discussed. 

( S u p p o r t e d by D e p a r t a m e n t o de Investiga-
c ión y Bibl io tecas , Univers idad de Chile, 

R-51 

COOPERATIVE BEHAVIOUR IN MONOMERIC 
ENZYMES. CHANGE OF NEGATIVE TO PO­
SITIVE COOPERATIVITY BY EFFECT OF A 
LIGAND. (Comportamiento cooperativo en en­
zimas monoméricas. Cambio de cooperatividad 
negativa a positiva por efecto de un ligando). 
Jose Manuel Olavarría. I n s t i t u to de In­
v e s t i g a t i o n s B ioqu ímicas . F u n d a c i ó n 
C a m p o m a r , Buenos Aires, Argen t ina . 

Glucokinase is a m o n o m e r i c e n z y m e tha t 
displays a typica l k inet ics , charac ter ized by : 
a) k ine t ic coopera t iv i ty wi th some gluco-
sidic subs t ra tes , b) a hype rbo l i c sa tu ra t ion 
funct ion wi th MgATP t h a t m o d u l a t e s coo­
pera t iv i ty for glucose, and c) at t he lowest 
c o n c e n t r a t i o n of MgATP it seems tha t the 
posi t ive coopera t ive b e c o m e s negative. 
In a prev ious p a p e r Olavarria et al. (1 ) 
p r o p o s e d a m o d e l (I) t ha t r e p r o d u c e s 
character is t ics a and b b u t never c. Some 
o t h e r m o d e l s of increasing c o m p l e x i t y were 
s tudied . The second m o d e l discarded (II) 
was t h a t of Meunie r et al. (2 ) . These 
a u t h o r s indica te t ha t wi th this m o d e l the 
second subs t r a t e has n o effect on the 
e x t e n t of coopera t iv i ty of the first. 
However w h e n observa t ions were only per­
fo rmed at subs t ra t e c o n c e n t r a t i o n s a round 
K 0 5 it is possible t o observe a r e d u c t i o n 
on n H correlat ive to the r e d u c t i o n of the 

second subs t ra te , bu t values lower than 1 
were never ob t a ined . The n e x t m o d e l stu­
died ( I I I ) was similar t o m o d e l I b u t it is 
cons idered t ha t only the h igher affinity 
e n z y m e c o n f o r m e r is cata lyt ical ly active. 
U n d e r this c o n d i t i o n s the value of the 
veloci ty of con fo rma t iona l equi l ibr ium 
b e t w e e n b o t h e n z y m e subs t ra t e species ( a ) 
can change the coopera t ive behaviour , f rom 
negative t o posi t ive. If t h e second subs t ra te 
modif ies a it is possible t o r e p r o d u c e the a, 
b and c character is t ics of g lucokinase . 
A n add i t iona l conc lus ion resul t ing from 
this w o r k is t ha t theore t ica l resul ts m u s t be 
s p e c i a l l y f o c u s e d t o expe r imen ta l ly 
a t t a inab le cond i t i ons . 

F o n d o Naciona l de Ciências and by the 
Organiza t ion of Amer i can Sta tes) . 
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METABOLIC CONTROL OF GLUT AMINE 
SYNTHETASE IN E. COLI. (Control metabó-
lico de la glutamina-sintetasa en E. coli). 
Sue Goo Rhee, P. Boon Chock and Earl 
R. Stadtman. L a b o r a t o r y of Bio­
chemis t ry , Na t iona l Hear t , Lung , and 
Blood Ins t i t u t e , Na t iona l Ins t i tu tes of 
Hea l th , Bethesda , Maryland 2 0 2 0 5 , 
U.S.A. 

G l u t a m i n e syn the tase which links the assi­
m i l a t i o n of N H 3 wi th b iosyn the t i c 
p a t h w a y s leading t o t h e fo rma t ion of 
p ro t e in , nucle ic acids, c o m p l e x poly­
saccharides and var ious c o e n z y m e s is a 
s trategic target for r igorous cellular con t ro l 
in en te r ic bac ter ia (1 ) . The con t ro l me­
chanism uti l izes several different basic pr in­
ciples of cellular regula t ion inc luding: (i) 
cumula t ive feedback inh ib i t ion by mul t ip l e 
end p r o d u c t s of g lu tamine me tabo l i sm (1 ) ; 
(ii) divalent ca t ion m e d i a t e d confor­
ma t iona l changes in g lu tamine syn the ta se 
(1 ) ; (iii) repress ion and derepress ion of 
g lu tamine syn the ta se synthesis in response 
to availabil i ty of a m m o n i u m n i t rogen (2 ) ; 
and (iv) m e t a b o l i c in te rconvers ion of glu­
t amine syn the t a se b e t w e e n covalent ly m o ­
dified ( inact ive) and unmodi f i ed (act ive) 
forms. T o g e t h e r these diverse mechan i sms 
provide the flexibili ty needed for effective 
regula t ion of the enz ime . 
The me tabo l i c in te rconvers ion of g lu tamine 
syn the ta se involves two nuc l eo t idy l a t i on 
cycles (3 ) , name ly , the u r idy ly la t ion-
deur idy ly la t ion cycle of a regula tory p r o ­
t e i n , P i i ; a n d t h e a d e n y l y l a t i o n -
deadeny ly l a t i on cycle of g lu tamine syn­
the t a se ; the first cycle is ca ta lyzed b y 
u r i dylyl t ransferase-ur idylyl- removing en­
z y m e and the la t te r cycle by adenyly l t rans -
ferase. O u r s tudies have revealed tha t t h e 
in te rconvers ion b e t w e e n adeny ly l a t ed and 
u n a d e n y l y l a t e d forms of g lu t amine syn the ­
tase is a d y n a m i c process and tha t for any 
given m e t a b o l i c c o n d i t i o n , a s t eady s ta te is 

establ ished for t h e s ta te of adeny ly la t ion of 
g lu tamine syn the ta se . Since the f luctua­
t ions in the c o n c e n t r a t i o n s of m e t a b o l i t e s 
are sensed by m e a n s of mul t i s i te inte­
rac t ions of the bicyclic cascade e n z y m e s 
wi th these al losteric effectors , any change in 
the al losteric effectors c o n c e n t r a t i o n will 
lead au tomat i ca l ly to changes in the rela­
tive activit ies of the conver te r enzymes , 
t he reby the s ta te of adeny ly l a t ion of glu­
tamine syn the ta se is adjusted accordingly . 
With this r egu la to ry m e c h a n i s m , the s ta te 
of adeny ly l a t ion of g lu tamine syn the t a se 
can be varied s m o o t h l y and c o n t i n u o u s l y 
over a wide range in response to me tabo l i c 
d e m a n d . Theore t i ca l analysis revealed (3 ) 
tha t , in add i t ion t o their capaci ty t o 
in tegra te a vast a m o u n t of me tabo l i c infor­
m a t i o n , cyclic cascades can serve as signal 
amplif iers, and t hey can elicit a coopera t ive 
t ype of response to increasing effector 
c o n c e n t r a t i o n s . These p red ic t ions have 
been conf i rmed in in vitro e x p e r i m e n t s 
by using purif ied c o m p o n e n t s of the glu­
t amine syn the t a se cascade (4 ) as well as in 
in vivo e x p e r i m e n t s by using permeabi l ized 
E. coli cells (5 ) . 
In teres t ingly , the conver t e r e n z y m e s in 
b o t h nuc l eo t i dy l a t i on cycles are single 
p o l y p e p t i d e s ca ta lyzing t w o oppos ing reac­
t ions (6 , 7) . Deta i led mechan i s t i c s tudies 
on the adenyly l t ransferase (4 ) show t h a t 
m o d u l a t i o n of this e n z y m i c act ivi ty in­
volves a c o m p l e x n e t w o r k of synergist ic or 
an tagonis t ic i n t e rac t ions b e t w e e n l igands 
and t ha t the e x t e n t of m o d u l a t i o n by a 
given effector is d e p e n d e n t u p o n the pre­
sence of o t h e r l igands. In add i t ion , t h e da t a 
reveal t h e advantage of associat ing t w o 
oppos ing e n z y m i c activit ies in one poly­
pep t i de . It enhances the sensit ivity in 
response t o the changes in the concen t r a ­
t ion of a given effector which can b ind to a 
single site on the b i func t iona l e n z y m e 
causing an oppos i t e effect on the two 
e n z y m i c activit ies. This t y p e of advantage 
is par t icu la r ly useful in cycl ic cascade sys­
t ems because the ne t effect of act ivat ing 
the covalent mod i f i ca t ion s tep and inact i ­
vat ing the demod i f i ca t ion reac t ion is to 
fur ther increase the fract ional mod i f i ca t ion 
of t h e in te rconver t ib le e n z y m e and vice 
versa. 
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REFERENCES 2 , 5 - A M - o l - l , 6 - P 2 is a p o o r subs t i t u t e for 
f ruc tose-2 ,6-P 2 as an ac t iva tor of the en­
z y m e , and at high c o n c e n t r a t i o n s , compa ­
rable t o those t ha t a ccumula t e in isolated 
h e p a t o c y t e s , it can act as a p r o d u c t inhibi­
tor . Ra t liver f ructose 1,6-bisphosphatase is 
i n h i b i t e d c o m p e t i t i v e l y by 2,5-AM-
o l - l , 6 - P 2 vs. f ruc tose -1 ,6 -P 2 , b u t the AMP 
inh ib i t ion of f ructose 1,6-bisphosphatase is 
n o t p o t e n t i a t e d by 2 ,5 -AM-o l - l , 6 - P 2 . 
Py ruva te kinase act ivi ty is s t imula ted by 
m i c r o m o l a r c o n c e n t r a t i o n s of 2,5-AM-
o l - l , 6 - P 2 in a m a n n e r similar t o tha t of 
f ruc tose -1 ,6 -P 2 . Pr ior t r e a t m e n t of hepa­
t o c y t e s wi th 2 ,5-AM-ol does n o t al ter the 
glucagon induced decreases in the affinity 
of p y r u v a t e kinase for P-eno lpyruva te and 
for f ruc tose -1 ,6 -P 2 . 

These da ta indica te t ha t the effects of 
2 ,5-AM-ol on g luconeogenes is resul t from 
a n accumula t i on of 2 ,5 -AM-o l - l ,6 -P 2 

which can a c c o u n t for an inh ib i t ion of 
f ructose 1,6-bisphosphatase and an acti­
vat ion of p y r u v a t e kinase and , fur ther , 
t ha t this a c c u m u l a t i o n could ove rcome the 
inh ib i t ion of py ruva t e kinase by p h o s p h o ­
ry la t ion . 
2 ,5-AM-ol decreases lac ta te fo rma t ion and 
t r i t ia ted wa te r format ion from [5- 3 H]-g lu -
cose in h e p a t o c y t e s me tabo l i z ing glucose, 
ind ica t ions t ha t flux t h rough p h o s p h o f r u c ­
tokinase is decreased. The inh ib i t ion by 
2 ,5-AM-ol of glycolysis in isolated rat 
h e p a t o c y t e s is p r o b a b l y caused by inhibi­
t ion of phosphof ruc tok inase -1 via a decrea­
se of f ruc tose-2 ,6-P 2 , p r o d u c t inh ib i t ion by 
2 , 5 - A M - o l - l , 6 - P 2 , or a c o m b i n a t i o n of 
b o t h . 

CHEMICAL MODIFICATION OF THE 
ALLOSTERIC SITES OF FRUCTOSE 1,6-BIS-
PHOSPHATASE. (Modification química de sí­
tios alostéricos de la fructosa 1,6-bisfosfatasa). 
Juan C, Slebe, Alejandro Reyes and Eli­
zabeth Hubert E. I n s t i t u t o de B i o q u í m i ­
ca, F a c u l t a d d e Ciências , Univers idad 
Aust ra l de Chile , Valdivia, Chile. 

T h e ident i f ica t ion of essential res idues 
wi th in the active and allosteric sites of 
e n z y m e s and o t h e r biologically active p ro ­
teins, by m e a n s of selective chemical 
modi f i ca t ions , is of i m p o r t a n c e for unders -
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EFFECTS OF 2,5-ANHYDROMANNITOL IN 
RAT HEPATOCYTES. (Efectos del 2,5-an-
hidromanitol en hepatocitos de rata). 
Patricio T. Riquelme, Nancy M. Kneer, 
Mary Ellen Wernette-Hammond, and 
Henry A. Lardy. Ins t i tu te for E n z y m e 
Research , Madison , WI 5 3 7 0 5 , U.S.A. 

2 ,5 -Anhydro -D-mann i to l (2,5-AM-ol) is an 
analog of t h e 0-furanose form of D-fructose 
tha t lacks the C-2 h y d r o x y l and is t h u s 
locked in t h e furan r ing s t ruc tu re . In 
h e p a t o c y t e s isolated from fasted no rma l or 
d iabe t ic ra ts , 2,5-AM-ol inh ib i t s gluco-
neogenesis f rom subs t ra tes t ha t e n t e r the 
g luconeogenic p a t h w a y pr ior t o fruc­
to se -1 ,6 -b i sphospha ta se . 2,5-AM-ol pre­
vents h o r m o n a l s t imu la t ion of g luconeo­
genesis and t h e co r r e spond ing decrease in 
lac ta te p r o d u c t i o n from d i h y d r o x y a c e t o n e . 
Metabo l i t e crossover analyses suggest t ha t 
the effect of 2,5-AM-ol is t o ac t ivate 
p y r u v a t e kinase and also t o s t imula te phos -
phof ruc tok inase -1 a n d / o r t o inhib i t fruc­
tose-1 ,6-b i sphospha tase b u t cellular f ructo-
se-2,6-P 2 c o n t e n t is decreased. T o define 
m o r e clearly the m e c h a n i s m of ac t ion of 
2,5-AM-ol on g luconeogenes is , t he accumu­
la t ion of i ts p h o s p h o r y l a t e d me tabo l i t e s , 
2 , 5 - A M - o l - l - P and 2 , 5 - A M - o l - l , 6 - P 2 was 
measu red in h e p a t o c y t e s me tabo l i z ing the 
f ructose ana log , and the effects of the 
2 , 5 - A M - o l p h o s p h a t e s on ra t liver 
p h o s p h o f r ' u c t o k i n a s e - 1 , f r u c t o s e 
1,6-bisphosphatase, and py ruva t e kinase 
were e x a m i n e d in vitro. U n d e r near phys io­
logical cond i t i ons , 2 , 5 - A M - o l - l - P is n o t as 
good a subs t ra t e as fructose-6-P for purif ied 
r a t l i v e r p h o s p h o f r u c t o k i n a s e - 1 . 
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t and ing t h e re la t ionship b e t w e e n their bio­
logical activities and s t ruc tu res . 
F r u c t o s e 1,6-bisphosphatase ( F r u - P 2 ase) 
ca ta lyzes an essential s tep in g luconeoge-
nesis. Its act ivi ty is m o d u l a t e d by allosteric 
inh ib i t ion by AMP, inh ib i t ion by b o t h 
fructose 2 ,6 -b i sphospha te ( F r u - 2 , 6 - P 2 ) and 
high levels of f ructose 1,6-bisphosphate 
( F r u - 1 , 6 - P 2 ) , and ac t iva t ion by univalent 
ca t ions such as K + o r NHJ (1) . However , the 
mechan i sm of ac t ion of these effectors is 
poor ly u n d e r s t o o d . F u r t h e r m o r e , the na tu ­
re of the inh ib i t ion by F ru -1 ,6 -P 2 and 
F ru -2 ,6 -P 2 is controvers ia l . The e n z y m e is a 
t e t r a m e r wi th ident ica l subun i t s and it 
seems t o have n o single a m i n o acid whose 
modi f i ca t ion comple t e ly e l iminates the en­
z y m e act ivi ty or sensit ivity t o AMP (2) . 
In an effort t o u n d e r s t a n d the mechan i sm 
of ac t ion of K + on the act ivi ty of neu t ra l 
pig k idney F r u - P 2 ase, t he effect of the 
ca t ion on the subs t ra te inh ib i t ion p r o p e r t y 
was s tud ied . Po tass ium increased the 
appa ren t K m for F ru -1 ,6 -P 2 and decreased 
the inh ib i to ry effect of high concen t r a t i o ns 
o f s u b s t r a t e . A t c o n c e n t r a t i o n s of 
F r u - 1 , 6 - P 2 be low 25 /xM, the monova l en t 
ca t ion became inh ib i to ry . 
The funct ional g roups re la ted to m o n o v a ­
lent ca t ions ac t iva t ion and subs t ra te inhibi­
t ion have been s tudied by chemical m o d i ­
fication. T r e a t m e n t of F r u - P 2 ase wi th 
N a N C O leads to loss of ac t iva t ion by 
m o n o v a l e n t ca t ions as- well as to loss of 
AMP inhib i t ions (3 ,4 ) . The high subs t ra te 
inh ib i t ion was also affected and a K + 

ac t iva t ion-subs t ra te inh ib i t ion re la t ionship 
was p roposed (3 ,5 ) . The a l te ra t ion of the 
regula tory p rope r t i e s was d e p e n d e n t on the 
modi f i ca t ion cond i t i ons used. Significant 
p r o t e c t i o n to the loss of K + ac t ivat ion and 
decrease subs t ra t e inh ib i t ion was afforded 
by the p resence of F r u - 1 , 6 - P 2 (25 m M ) , 
whereas AMP preferent ia l ly p r o t e c t e d 
against the loss of AMP inhib i t ion . 
A l t e ra t ion of m o n o v a l e n t ca t ions ac t ivat ion 
showed biphasic first o rder k inet ics and 
t w o groups , namely R or L t y p e , were 
dis t inguishable based on their fast or slow 
rates of r eac t ion w i th cyana t e . T h e ra te of 
reac t ion was fol lowed as a func t ion of p H 
in o rder t o d e t e r m i n e the pK and the 
p H - i n d e p e n d e n t second o rde r ra te c o n s t a n t 

of these groups . These values were : 
p K R = 7.2, p K L = 5.7, k R = 1041 
M - ! s - i and k L = 35 M " 1 , - 1 . 
T w o moles of 1 4 C -cyana te /mole of e n z y m e 
were i nco rpo ra t ed c o n c o m i t a n t l y wi th the 
loss of K + ac t iva t ion (6) . T h e ca rbamyla t i on 
was i reversible and co r r e sponds wi th the 
S—( C) ca rbamylcys te ine isolated from 
the modif ied e n z y m e (7) . This conf i rms 
tha t a reactive cys te ine residue was involved 
in b o t h p rope r t i e s (K + ac t ivat ion and 
F ru -1 ,6 -P 2 i nh ib i t ion ) suggesting t ha t K + 

decreases the affinity of the e n z y m e for 
F ru -1 ,6 -P 2 at b o t h the ca ta ly t ic site and an 
al losteric site for F r u - 1 , 6 - P 2 . 
These resul ts t oge the r wi th those r epo r t ed 
by several o t h e r l abora to r ies will be dis­
cussed in te rms of w h e t h e r an al losteric site 
for F ru -2 ,6 -P 2 is p resen t in Fru- P 2 ase. 
( S u p p o r t e d by G r a n t s RS-82-36 , Dirección 
de invest igación, U A C H : CHI 8 1 / 0 0 1 
P N U D - U N E S C O ) . 
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ISOTOPIC ANALYSIS OF GLUCOSE UTILIZA­
TION IN MICROINJECTED FROG OOCY­
TES. (Análisis isotópico de la utilization de 
glucosa en oocitos microinyectados de rana). 

Tito Ureta and Jasna Radojkovic. Depar­
t a m e n t o de Biologia, Facu l t ad de Ciên­
cias Básicas y Fa rmacêu t i ca s , Univer-
sidad de Chile. Casula 6 5 3 , Sant iago , 
Chile. 

Microin jec t ion of amph ib i an o o c y t e s al lows 
the mod i f i ca t ion of in t racel lu lar levels of 
subs t ra tes , i n t e rmed ia te s , cofac tors and en-
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zymes . There fo re , the sys tem qualifies as 
an in vivo test t ube for the s tudy of 
m e t a b o l i c p a t h w a y s and of several fea tures 
of flux regula t ion . We have chosen o o c y t e s 
of the l ep todac ty l id frog Calyptocephalella 
caudiverbera to s tudy glucose u t i l iza t ion by 
m e a n s of i so top ic analysis. 
Use of glucose labeled wi th 1 4 C— or 3 F l ­
at specific pos i t ions pe rmi t s the conc lus ion 
tha t oocy t e s uti l ize glucose main ly for 
glycogen synthes is and to a lesser e x t e n t 
for the p e n t o s e p h o s p h a t e p a t h w a y (1 ,2 ) . 
Glycolysis , g lycogenolysis and g luconeo­
genesis are n o t opera t ive in these cells (2 ) . 
Several labeled in t e rmed ia t e s (glucose-6-P, 
glucose-1-P, fructose-6-P, UDPglucose) , are 
also i nco rpo ra t ed i n t o glycogen and , wi th 
the e x c e p t i o n of UDPglucose , they serve 
also as p recursors for the p e n t o s e phos ­
p h a t e p a t h w a y . Co-inject ion of labeled 
glucose and any of t h e above m e n t i o n e d 
in t e rmed ia t e s resul ts in a m a r k e d decrease 
of 1 4 C 0 2 p r o d u c t i o n b u t n o effect at all in 
the case of glycogen depos i t i on has been 
observed. T h e oppos i t e effect has been 
observed by co-inject ion of labeled glucose 
p lus glucose-1,6-bis-P. 

If [ l 4 C] glucose is a l lowed to e n t e r i n t o the 
cells f rom t h e i n c u b a t i o n m e d i u m and 
in t e rmed ia t e s are micro in jec ted , the effects 
are qu i t e dif ferent to those descr ibed abo­
ve: un labe led glucose-6-P, glucose-1-P or 
UDPglucose m a r k e d l y decrease ca rbon in­
c o r p o r a t i o n b o t h in to glycogen and C 0 2 . 
However , fructose-6-P, while decreasing in­
c o r p o r a t i o n i n t o C 0 2 , does n o t affect 
glycogen label ing a l though it is a very 
efficient subs t ra t e for po lysacchar ide d e p o ­
si t ion. 
In a t t e m p t s t o p e r t u r b ca rbon flux from 
glucose t o glycogen and C 0 2 several co-
factors have been micro in jec ted . N A D P * 
micro in jec t ion resul ts in six— t o ten-fold 
s t imu la t ion of 1 4 C 0 2 p r o d u c t i o n sugges­

t ing t ha t the p e n t o s e p h o s p h a t e p a t h w a y 
ope ra t i on is l imi ted by an unfavourab le 
N A D F / N A D P H ra t io (3 ) . Ca rbon inco rpo ­
ra t ion i n t o glycogen in the presence of high 
N A D P + levels is decreased and the effect is 
on ly par t ia l ly exp la ined by higher flux 
t h r o u g h t h e p e n t o s e p h o s p h a t e p a t h w a y . 
N A D P + effects are mimicked by phenaz ine 
me thosu l f a t e b u t n o t by N A D + , n icot i ­
namide , A T P , A D P or AMP. 
Hexok inase levels are the lowest of those 
ca rbohydra t e -me tabo l i z ing e n z y m e s pre­
sent in frog oocy te s . T o test its role as a 
rate- l imit ing e n z y m e of g lycogen synthes is 
o r of t h e pen to se p h o s p h a t e p a t h w a y , 
micro in jec t ion of pu re yeas t hexok inase 
was pe r fo rmed . When glucose was presen t 
in the ext race l lu lar m e d i u m n o effect of 
h e x o k i n a s e micro in jec t ion on e i ther 
p a t h w a y was observed. With micro in jec ted 
glucose however , a s t imu la to ry effect of 
hexok inase on 1 4 C 0 2 p r o d u c t i o n and a 
m a r k e d decrease of ca rbon inco rpo ra t i on 
on glycogen was observed. 
As a plausible exp lana t ion of these observa­
t i o n s we suggest extensive c o m p a r t -
m e n t a t i o n of t h e process of glycogen 
synthesis . However , t he possibi l i ty of al­
te rnat ive p a t h w a y s of glucose u t i l iza t ion 
for po lysacchar ide synthes is and the pen­
tose p h o s p h a t e p a t h w a y c a n n o t be per­
functor i ly dismissed. ( S u p p o r t e d by Depar­
t a m e n t o de Inves t iga t ion y Bibl iotecas, 
Universidad de Chi le ; F o n d o Naciona l de 
Ciências and by the Organ iza t ion of A m e ­
rican S ta tes ) . 
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COEXISTÊNCIA DE MULTIPLES VARIANTES DE HISTONAS H2A, H3 
y H4 EN ESPERMATOZOIDES DE TETRAPYGUS NIGER. (Coexisten 
ce of multiple variants of histories H2A, H3 and H4 in 
sperms of Tetrapygus niger. Ainol, L., Puchi, M., Ma -
ssone, R. e Imschenetzky, M. Depto. Biologia Molecular, 
Facultad Ciências Biológicas y Recursos Naturales, ( U. 
de Concepción). 

La cromatina de espormatozoides de equinodermos está 
organizada en nucleosomas formados por dos pares de his_ 
tonas H2A; H2B y de H3; H4 respectivamente rodeados de 
146 pares de bases de ÁDN. En Ias regiones internucleo-
somales se encuentra la histona HI interaccionando con 
la partícula nucleosomal y el ADN que une estas partícu_ 
Ias. 

El análisis electroforético bidimensional de histo -
nas totales de Tetrapygus niger en geles que contienen 
urea-ácido acético-Triton DF-16 en primera dimension y 
urea-ácido acético-Tritón X-100 en segunda dimension re_ 
velo la presencia de tres variantes de histona H3, dos 
variantes de histona H2B y 4 variantes de histona H4. A 
nálisis prévios de estas fracciones utilizando geles 
SDS en la segunda dimension no indicaban microheteroge-
neidad de estas fracciones, excepto para H4 en que apa-
recían dos variantes no bien resueltas. 

Se investigo la posibilidad de que Ias variantes ob-
tenidas representaran la expresión de genes alelos pre­
sente en diferentes individuos de una población de eri-
zos de mar, obteniéndose resultados negativos. Se analj_ 
zaron 8 individuos los cuales presentaron idêntica mi -
croheterogeneidad para las histonas H3, H2B y H4. Los 
resultados obtenidos indican claramente que en esperma-
tozoides de Tetrapygus niger coexisten variantes de Ias 
histonas nucleosomales H3, H2B y H4. Las característi -
cas de estas variantes sugieren que estas difieren en 
el contenido en domínios hidrofdbicos. 

Proyecto 20.31.02 Universidad de Concepción. 

SINTESIS Y MET I LAC ION DEL COMPLEJO PENTAMERI CO (EL7L1 2), 
•EL10 DEL RIB0S0MA BACTERIANO. (Synthesis and 
methylation of the pentameric (EL7L12)i(-EL10 complex 
from the bacterial ribosome). Amaro, A.M. y Jerez, C.A. 
Departamento de Bioquímica, Facultad de Medicina, Uni­
versidad de Chile. 

La subunidad 50S del ribosoma de E_. coli posee el com-
plejo pentamérico (EL7L12 )^• E|_ 10 que es esencial para 
la sTntesis proteica. Se sabe que las proteínas EL7L12 
son metiladas y que esta modificación aumenta cuando 
las bactérias son crecidas a bajas temperaturas ( 2 7 ° ) . 
Para determinar el posible papel fisiológico de esta 
modificación nemos estudiado 1) la metilación dei com-
plejo en distintas condiciones y en diferentes bacté­
rias, y 2) la sTntesis del complejo a partir de DNA 
y su metilación in vitro. 

La metilación in vivo se determino por Ias razones 
3H/C1 ̂+ después de aislar Ias proteínas ribosomales de 
células crecidas en presencia de (metiI-3H) metionina 
y (l-l^C)metionina. La metilación in v i t ro se efectuó 
con ribosomas sub-metilados artificialmente o con el 
complejo sintetizado a partir de Arifd 18 DNA en preseji 
cia de (meti1-3H)-S-adenosi1-metionína. Los productos 
se caracterizaron por inmunoprecipitación con suero 
a n t i L 7 L 1 2 . 

Encontramos que se metilan todas las proteínas dei 
complejo tanto en E_. col j como en B_. stearothermophi-
lus. Por otro lado, sólo Ias proteínas E L 7 L 1 2 aumen-
taron su grado de metilación en células crecidas a 
2 7 ° . Los sistemas de metilación in vitro permitirán 
aislar por primera vez la o Ias enzimas modificantes 
dei complejo ribosoma! y estudíar ei posible efecto 
de esta modificación post-traduccíonal en la activi-
dad dei ribosoma. 

Financiado por Universidad de Chile, Proyecto B - 1 9 7 2 -
Bk)k y CONICYT, Proyecto 1 1 ^ 7 - / 8 3 . 

A N A L I S I S CINETICO DE LA REACTIVACION DE LA D - $ - H I D R O X I B U 
TIRATO DESHIDROGENASA CON MEZCLAS DE LECITINAS DE CADENA 
CORTA ( K i n e t i c a n a l y s i s o f D - g - H y d r o x y b u t y r a t e d e h y d r o ­
g e n a s e r e a c t i v a t i o n w i t h m i x t u r e s o f s h o r t - c h a i n l e c i ­
t h i n s ) . C o r t e s e , J . D . y V i d a l , J . C . I n s t i t u t o d e Q u í m i c a 
y F i s i c o q u í m i c a B i o l ó g i c a s (UBA-CONICET) F a c . F a r m . y B i o ­
q u í m i c a . J u n í n 9 5 6 , 1 1 1 3 B u e n o s A i r e s , A r g e n t i n a . 

La D - 3 - H i d r o x i b u t i r a t o a p o D e s h i d r o g e n a s a (apoBDH) e s 
u n a e n z i m a d e l a m e m b r a n a m i t o c o n d r i a l i n t e r n a q u e e s p u 
r i f i c a d a e n f o r m a s o l u b l e y l i b r e d e l í p i d o s ( c a t a l i t i c a 
m e n t e i n a c t i v a ) , p u e d e s e r r e a c t i v a d a p o r l e c i t i n a s d e 
c a d e n a c o r t a e n c o n c e n t r a c i o n e s i n f e r i o r e s a l a c o n c e n -
t r a c i õ n m i c e l a r c r í t i c a . S e h a d e m o s t r a d o ( C o r t e s e y c o l . 
1 9 8 2 , B i o c h e m i s t r y , 1 6 , 3 8 9 9 - 3 9 0 8 ) q u e l a r e a c t i v a c i õ n d e 
l a apoBDH r e q u i e r e l a o c u p a c i ó n s i m u l t â n e a p o r PC d e d o s 
s i t i o s i d ê n t i c o s y n o i n t e r a c t u a n t e s ( S I N I ) p o r u n m e c a ­
n i s m o d e e q u i l í b r i o r á p i d o c o n a d i c i õ n i n d i s t i n t a d e a m ­
b o s l i g a n d o s . C u a n d o s e t i t u l a e s p e c t r o f o t o m é t r i c a m e n t e 
s i g u i e n d o l a r e d u c c i õ n d e N A D + a 3 4 0 nm s e o b t i e n e n c u r -
v a s b i f á s i c a s , l i n e a l i z ã n d o s e l a p a r t e a s c e n d e n t e c o n 
1 / / v 0 e n f u n c i õ n d e 1 / i P C | l o s v a l o r e s d e Vm o b t e n i d o s p o r 
e x t r a p o l a c i õ n s o n 1 0 5 | P C ( 6 : 0 ) | , 1 1 8 | P C ( 7 : 0 ) | y 1 3 7 | P C ( 8 : 0 ) | 
y m o l NAD r e d u c i d o . m i n - 1 . m g ~ ^ , y I a s c o n s t a n t e s d e d i s o ­
c i a c i õ n ( K L ) s o n 4 , 6 mM c o n P C { 6 : 0 ) ; 1 , 4 mM c o n P C ( 7 : 0 ) 
y 0 , 1 3 mM c o n P C ( 8 : 0 ) . C o n n e s p é c i e s , l o s e q u i l i b r i o s 
m u l t i p l e s e n t r e l a s P C ' s y S I N I s o n E - ( P C ) 2 c o m o ú n i c a 
e s p é c i e a c t i v a p r e d i c e n q u e v 0 / V m = 1 / 1 + | L i | / K i | p d o n d e 

L i / K i e s l a c o n c e n t r a c i õ n e s p e c í f i c a ( r e d u c i d a ) d e i - é _ 
s i m a P C . U t i l i z a n d o m e z c l a s c o n f r a c c i ó n m o l a r c o n s t a n t e 
d e P C , s e r ã E L i / K i = ( E X i / K i ) . [ L t ] , d o n d e X i e s l a f r a c ­
c i ó n m o l a r d e l a i - ê s i m a P C ( [ L - t ] c o n c e n t r a c i õ n t o t a l d e 
P C ) . P a r a c a d a m e z c l a d e PC s e p u e d e d e f i n i r u n a c o n s t a n ­
t e d e d i s o c i a c i õ n g l o b a l ( p r o m e d i o p e s a d o ) K^=(EXi/Ki)_1 

q u e i m p l i c a l a i n d e p e n d ê n c i a e s t a d í s t i c a d e c a d a i n t e r -
a c c i ó n s i t i o - P C , y q u e b r i n d a p o r c a l c u l o I a s m i s m a s 
c o n s t a n t e s d e d i s o c i a c i õ n q u e s e o b t i e n e n c o n l e c i t i n a s 
p u r a s . S e c o n c l u y e q u e I a s c o n s i d e r a c i o n e s d e e q u i l i b r i o 
e x p r e s a d a s e n e c u a c i o n e s d e A d a i r p a r a m e z c l a s d e P C ' s 
v e r i f i c a n l a s K T / S y V m ' s o b t e n i d a s c o n l í p i d o s p u r o s . 

I N M O V I L I Z A C I O N DE P E P S I N A EN D E R I V A D O S DE Q U I -
T O S A N O . ( P e p s i n i m m o v i l i z a t i o n i n c h i t o s a n 
d e r i v a t i v e s ) . C u r o t t o , E . , A l e a , J . y G o n z á 1 e z 
G . . I n s t i t u t o d~ê Qu í m i c a , U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a 
d e V a l p a r a i s o . 

E l e m p l e o d e e n z i m a s i n m o v i l i z a d a s e l i m i n a p r o 
b l e m a s d e l a s e n z i m a s e n s o l u c i ó n : l a e n z i m a 
e s r e c u p e r a b l e , s u e s t a b i l i d a d e s f a v o r e c i d a y 
e n l a s p r o t e a s a s n o s u f r e n a u t o d i g e s t i ó n . S e 
e s t ú d i o l a u n i o n d e p e p s i n a a d e r i v a d o s d e q u i ^ 
t o s a n o p o r s e r u n p r o d u c t o n a t u r a l a b u n d a n t e , 
n o t ó x i c o y e s i n s o l u b l e e n l a s c o n d i c i o n e s 
e s t u d i a d a s . L o s d e r i v a d o s f u e r o n : q u i t o s a n o 
i n j e r t a d o c o n m e t a a c r í l a t o d e m e t i l o ( M a t r i z 1 
y M a t r i z 2) , q u e f u e u n a d o n a c i ó n , y s u c c i n i l -
q u i t o s a n o ( M a t r i z 3) s i n t e t i z a d o a p a r t i r d e 
a n h i d r i d o s u c c í n i c o c o n u n r e n d i m i e n t o d e 8 3 % . 

L a u n i o n d e p e p s i n a a l a s M a t r i c e s 1 y 2 f u e 
n o c o v a l e n t e , a l a M a t r i z 3 f u e p o r e n l a c e 
am i d a - L a a c t i v i d a d d e l a e n z i m a s e m í d i ó e n 
b a t c h c o n a g i t a c i ó n p o r e l m é t o d o d e A n s o n p a 
r a M a t r i c e s 1 y 2 y c o n N - a c e t í 1 - f e n i 1 a 1 a n i 1 -
d i i o d o t í r o s i n a p a r a M a t r i z 3. 

L a a c t i v i d a d p é p t i c a r e t e n i d a e n M a t r i z 1 f u e 
d e 6 7 % , e n M a t r i z 2 d e 100% y e n M a t r i z 3 d e 
797o. L a e s t a b i l i d a d d e p e p s i n a u n i d a a M a t r i z 
2 d i s m i n u y e e n 507., e n 3 m e s e s , e n M a t r i z 3 b a -
j a e n 577o e n 1 m e s . S e c o n c l u y e q u e e s f a c t i -
b l e i n m o v i l i z a r p e p s i n a e n d e r i v a d o s d e q u i t o ­
s a n o s i n a l t e r a r s i g n i f i c a t i v a m e n t e s u a c t i v i -
d a d . 
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P U R I F I C A C I O N Y C AR ACT E R I Z AC I ON DE U N A P R O T E A S A 

DE C U C U R B I T A F I C I F O L I A . ( P u r i f i c a t i o n and 

c h a r a c t e r i z a t i o n of a p r o t e a s e f r o m C u c u r b i t a 

f i c i f o l i a ) . C u r ot to , E . , 1 a p i a , G. y 

G o n z a l e z , G. I n s t i t u t o d e Q u í m i c a , U n i v e r s i -

dad C a t ó l i c a d e V a l p a r a i s o . 

L a s p r o t e a s a s t i e n e n un a m p l i o e s p e c t r o d e u t i 

l í z a c i ó n t e c n o l ó g i c a . Sus p r i n c í p a l e s a p l i c a -

c i o n e s se e n c u e n t r a n e n la i n d u s t r i a a l i m e n t a ­

r i a , d e d e t e r g e n t e s y en s í n t e s i s d e p r o d u c t o s 

b io 1 óg i cam en t e a c t i v o s . Se d e s c r i b e la p u r i f i 

c a c i ó n y car a c t er í z a c ión d e u n a p r o t e a s a d e la 

p u l p a d e a l c a y o t a ( C . f l c i f o l i a ) p a r a e m p l e o 

en los c a m p o s m e n c i o n a d o s . P o r pr e c ip i t a ci ón 

f r a c c i o n a d a con s u l f a t o d e a m o n i o , S e p h a c r i l 

S - 3 0 0 y C M - S e p h a r o s a se l o g r o la p u r if i c a c i ó n 

d e u n a e n z i m a a l t a m e n t e a c t i v a f r e n t e al s u s -

t r a t o A z o c o l l . P o r e 1 e c t r o f o r e s i s en S D S se 

d e t e r m i n o u n PM m í n i m o d e 76 . 0 0 0 , la t e m p e r a ­

t u r a o p t i m a es d e 60 C y el p H ó p t i m o d e 9 , 2 . 

L a a c c i ó n f r e n t e a s u s t r a t o s s i n t é t i c o s r e v e l a 

u n a e s p e ci f i cid ad h a c i a r e s i d u o s am in o a cíd i Co s 

a p o i a r e s p e q u e n o s . De a c u e r d o a l o s v a l o r e s 

d e t e m p e r a t u r a y p H ó p t i m o s la e n z i m a p o d r í a 

u t í l i z a r s e en la i n d u s t r i a d e d e t e r g e n t e s y 

p o r su a l t a a c t i v i d a d s e r i a ú t i l en la i n d u s ­

t r i a a l i m e n t a r i a . 

E S T R U C T U R A DE UN G E N DE t B N A s e r DE T. T H E R M O P H I L US Y 

E S T Ú D I O S DE T H A N S C E I P C I O N IN VITB0.~Tstruct.ure of a 

t R N A s e r ge n e from T ^ t h e r m o p h i l u s and s t u d i e s on its 

in v i t r o t r a n s c r i p t i o n . ) D a v a g n i n o , J . , G o n z a l e z , E . , 

C r o s s ^ . . Yáfiez , L. , L i r a , P . , S a n c h e z , H . y V e n e g a s , A . 
L a b o r a t ó r i o de B i o q u í m i c a . P o n t i f i c i a U n i v e r s i d a d 

C a t ó l i c a de C h i l e . 

A p a r t i r del g e n o m a de T h e r m u s t h e r m o p h i l u s H B 8 

se ha clonado un f r a g m e n t o B a m H I de 3200 pb que con-
tiene un gen de^tRNA e r . Este fue d e t e c t a d o por h i -

b r i d a c i ó n con P-tRNA t o t a l del m i s m o o r g a n i s m o . 

L u e g o de s e c u e n c i a c i ó n de u n a zona de 506 pb segun el 

m é t o d o de Maxam y G i l b e r t , la l o c a l i z a c i ó n e x a c t a y 

su i d e n t i f i c a c i ó n se logro por a n á l i s i s computacional 

con un p r o g r a m a que p l i e g a s e c u e n c i a s con caracterís_ 

t i c a s de t R N A , . E s t o fue c o m p r o b a d o por h i b r i d a c i ó n 

S o u t h e r n con ^ P-tRNA de un f r a g m e n t o de 90 P D , q u e 

segun el a n á l i s i s a n t e r i o r , c o n t e n í a la ma y o r parte 

del g e n . E s t ú d i o s c o m p a r a t i v o s de s e c u e n c i a r e v e l a n 

u n a h o m o l o g í a de 75$ entre este gen y t R N A ^ de E . 

c o l i . A d e m á s , dio h i b r i d a c i ó n p o s i t i v a con un tRNA 

de T ^ t h e r m o p h i l u s que fue p u r i f i c a d o ppr e l e c t r o f o -

r e s i s b i d i m e n s i o n a l y que ca r g a s e r i n a - H . 

E l gen es t r a n s c r i t o a 60 C por la poliraerasa h o ­

m ó l o g a p r o d u c i e n d o un RNA "run o f f " de ^00 b a s e s , a 

pes a r que se p r e s u m e la p r e s e n c i a de una serial de 

t e r m i n a c i ó n de la t r a n s c r i p c i ó n al final dei g e n . 

El p r o m o t o r de este gen p r e s e n t a c a r a c t e r í s t i c a s 

p r o c a r i ó t i c a s t í p i c a s , i n c l u y e n d o i a s s e c u e n c i a s c a -

n ó n i c a s - 1 0 y - 3 5 en Ias p o s i c i o n e s a d e c u a d a s . Como 

r a s g o d i s t i n t i v o este p r o m o t o r p r e s e n t a una r e g i o n 

de 17 b a s e s que s e p a r a e s t o s e l e m e n t o s , que tiene un 

alto c o n t e n i d o en G C , c a r a c t e r í s t i c a que p o d r í a ser 

p r o p i a de p r o m o t o r e s que o p e r a n a a l t a s t e m p e r a t u r a s . 

El p r o m o t o r es también r e c o n o c i d o por la RNA poli_ 

m e r a s a de E . c o l i . 

F i n a n c i a d o por el C o n s e j o S u p e r i o r de C i ê n c i a s 

( C 0 N I C Y T ) , Ü I U C ( U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a ) y P N U D - U N E S C 0 

( p r o g r a m a s C H I 81 /001 y 8 V 0 0 3 ) . 

EFECTO DEL ALC0H0LISM0 PEBMANENTE T FILIAL 4 DEL AcCHO 
SOBRE ENERGIA EH SNC i MITOOONDRIA. (Permanent & fili­
al alcoholiam 4 AcCHO effect on CSS mitochondrial ener 
g y ) . Egafla. E . * B n m i T A « r M . T . Instituto de Medicina 
Experimental! Laboratório de Neuroquímica - Facultad 
de Medicina - Universidad de Chile - Santiago 7-Chile. 

L a oxidaciòn de substratos en l a mitooondria es l a 
fuente de energia neoesaria para todas sus funciones. 
Este prooeso general se puede alterar por mecanismos 
q.ue inhiban l a cadena respiratória mitocondrial. En 
este trabajo analisamos l a produociín de energia pro­
veniente de oxidaoión de substratos, l a fosforilación 
oxidativa e incorporaoión de Oa^*, en mitooondria de 
SNC en un modelo de alcoholismo experimental ("A.Q. 
rats") y a conocido; se estudia además el efecto AoCHO 
sobre estos parâmetros• 

Satãs adultas (p y $ Distar. Control y 3 grupos ex­
p e r i m e n t a l " A . Q . / Í 2 H , " A . Q . / 2 5 " , "A.O./HoO" ( ante­
riormente desoritos). Mitooondria de cerebelo obteni-
das por mi todo de Clark y Nicklas modifioado. Resto 
de l a tecnioa y a comunicada anteriormente. Substrato 
Sitio li Piruvato/Halato, Sitio IIi sucoinato; AcCHO 
0.1, 0 . 2 5 , 0 .5 & 1 .OmM. 

Sitio I normali notória inhiblcián por AcCHO de la 
oxidaoión de substratos, estados 3 & 4 , ADP/0, incor­
poration de C a 2 + & razón Ca/0. La ingestion de EtOH, 
"A.G. rats", muestra leve efeoto depresor. Sítio IIt 
estos parâmetros no se alteraron mayormente. El AoCHO 
fue inhibidor 8<5lo en Sitio I pero no Sitio I I. 

El AoCHO al disminuir l a oxidaoión de substratos 
(Sitio I), limita l a disponibilidad de energia de la 

mitooondria para l a fosforilaoion oxidativa * incorpo­
ration de C a 2 * por tanto disminuye Ias razones ADP/0 
4 0 a 2 + / 0 . "A.0. rats" no mostraron may or es diferencias 
oon normal. Dado que AcCHO es oxidado en l a mitocon-
dria, suponemos que se altera l a velooidad de trans­
porte de eleotrones (Sitio I) y posiblemente l a fuer-
za dei movimiento de protones. 

TOXICIDAD DE FENILHIDRAZINA SOBRE CÉLULAS DE MEDULA OSEA 
Y ERITROCITOS. EFECTO PROTECTOR DEL FLAVONOIDE SILIMARI-
NA (Toxicity of phenyl hydrazine on bone marrow cells and 
erythrocytes. Protective effect of silymarin). Garrido A. 
Barria T., Guerra R., Valenzuela A. Lab. Bioquímica. 
INTA. Casllla 15138, Santiago 11. Chile. 

Numerosos flavonoides son utilizados en la actualidad 
con fines terapêuticos en una gama muy amplia de patolo 
gias. La siliraarina es una oxoflavona utilizada en el tra_ 
tamlento de numerosas hepatopatlas tanto de origen tóxi­
co como Infeccioso y aunque su mecanismo de acción es des^ 
conocido, se le atribuyen propiedades protectoras y es-
tabllizantes de la membrana celular: Trabajos anterio­
res del grupo han caracterizado un efecto protector de 
sH1mar1na en la d1sm1nución del glutatión y el aumento 
de la Hpoperoxldadfin hepática produdda por la intoxi-
caclSn aguda con etanol en ratas. Ambos efectos han sido 
explicados como una consecuenda de Ias propiedades anti 
oxidantes dei flavonolde. 

La fen1lh1draz1na es un tóxico celular cuya actividad 
se relaciona con la formación de radicales libres dei 
oxigeno y la Inducclôn de Hpoperoxldación. El tóxico 
produce "1n vitro" una Importante disminución dei aluta-
tlón intracelular y de la viablHdad en eritrocitos y 
células de medula 6sea de ratas. En estas últimas pro­
duce, también, una dlsminudón en la síntesis de RNA. El 
tratamlento de Ias ratas con s1l1mar1na "1n vivo" (200 
mg/kg 1.p.) protege contra el efecto de fenilhidrazina 
"in vitro" evitando la dismlnudón dei glutatión, el au­
mento de la Hpoperoxidación y el efecto sobre la viabi-
H d a d celular. El flavonolde, además, produce un aumento 
en la síntesis de RNA en Ias células de medula ósea. Se 
discute el mecanismo de a c d õ n de silimarina a nivel de 
estas células y Ias perspectivas de utilización terapêu­
tica en patologias diferentes a Ias hepãticas, donde se 
le utiliza principalmente. 

(Trabajo financiado por DIB, proyecto B-2019-8412). 

Grant D . D . I . U . de Chile - Proyecto B 1 0 5 0 - 8 4 5 - 5 . 
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R-58 RESUMENES DE COMUNICACIONES 

DOCALIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTBONICA DE SITICS 
DE UNION DE KNA POLIMERASA DE BAL31 A DNA DE FAQO PM2.-
(Local iza t ion by e l e c t r o n microscopy of BAL31 SNA 
polymerase b inding s i t e s t o PM2 phage DNA). B.GonzSlez, 
M.Susaeta, E.Espinoza, P .Bul l y A.Yudelevich, Laborato -
r i o de Bioquímica, Facul tad de Ciênc ias B io lóg icas , Uni­
ve rs idad Ca t6 l i ca de C h i l e . 

E l genoma d e l bac te r io fago PM2 e s un DNA c i r c u l a r 
de doble hebra con un peso molecular de 6 .3x l0 6 y con un 
a l t o grado de sobreenro l lamiento , c a r a c t e r í s t i c a s que l o 
hacen un buen modelo para e s t ú d i o s de t r a n s c r i p c i ó n y r e 
p l i c a c i õ n d e l DNA. 

Estúdios p rév ios r e a l i z a d o s con KNA polimerasa de 
BAL31 nos han permit ido d e t e c t a r v a r i e s s i t i e s de union 
de l a pol imerasa a l DNA de PM2. Es tos s i t i o s fueron d e ­
t ec tados basândose en l a apa r i c ión de s i t i o s r e f r a c t a -
r i o s a l c o r t e con c i e r t a s enzimas de r e s t r i e c i ó n t a l e s 
cetno Hinc I I o Hind I I I , a l pre incubar DNA de PM2 con 
KNA pol imerasa de BAL31. De e s t e modo pudimos l o c a l i z a r 
s i t i o s de union a 0 ,54 , 0 , 7 1 , 0,72 y 0,74 unidades de ma 
pa (U.M.) . En experimentos r e a l i z a d o s con a l t a fuerza 
iõn ica aparecen nuevos s i t i o s de union en l a region de 
0 ,2 -0 ,3 U.M. y 0,64 U.M. A f in de cor roborar e s t o s r e ­
su l t ados y d e t e c t a r o t r o s s i t i o s de union no d e t e c t a b l e s 
mediante e s t e método nemos es tud iado l a i n t e r a c c i ó n en -
t r e RNA pol imerasa BAL31 y DNA de PM2 mediante microsco-
p í a e l e c t r ó n i c a . Ut i l i zando e s t e método nemos podido 
confirmar s i t i o s de union en I a s regiones 0 ,54 , 0 , 7 1 , 
0,72 y 0,74 U.M., ademãs de l o s s i t i o s en l a reg ion 
0 ,2-0 ,4 U.M., pero ademãs hemos podido d e t e c t a r un nuevo 
s i t i o de union loca l i zado en l a reg ion 0,08 U.M. La 
union de l a KNA polimerasa a todos e s t o s s i t i o s só lo se 
produce cuando se usa holoenzima y DNA sobreenro l l ado . 

Es tos e s t ú d i o s e s t â n s iendo complementados con e s t u 
d ios de t r a n s c r i p c i ó n i n v i t r o , y e s t ú d i o s de secuencia 
de nuc leo t ides en e s t a s r eg iones . 

Proyecto f inanciado por DIUC. 

MUTAGENESIS SITIO-ESPECIFICA DEL GEN DE PIRUVATO QUINA-
SA DE LEV7ADURA. E. Gonzalez, I . Gòmez, M Urdea, P . Va-
lenzue la y A. Veneqas. Labora tór io de Bioquímica, Facul -
t ad de Ciênc ias B io lóg icas , P o n t i f i c i a Universidad Cató­
l i c a de C h i l e , Por tuga l 35, Sant iago , Ch i l e . 

La enzima p i r u v a t o quinasa de levadura p a r t i c i p a en 
una de I a s e t apas c l aves de l a regu lac ión de l a r u t a g l i 
c o l í t i c a c e l u l a r . Su e s t r u e t u r a p r imar ia ha s ido dedu-
c ida recientemente a p a r t i r de l a secuencia d e l gen que 
l a c o d i f i c a . Un a n á l i s i s de e l l a ha reve lado l a e x i s ­
t ê n c i a de p o s i b l e s s i t i o s funcionales de l a p r o t e í n a i n -
t e r e s a n t e s de e s t u d i a r en d e t a l l e . As í , en I a s p o s i c i o ­
nes 18-22 se ubica una p o s i b l e sena l de f o s f o r i l a c i ó n y 
en l a pos ic ión 337 se encuentra un res iduo de l i s i n a pro 
bablemente implicado en e l mecanismo c a t a l í t i c o de e s t a 
enzima. Usando t é c n i c a s de mutagenesis d i r i g i d a median­
t e o l i gonuc l eo t ide s s i n t e t i z a d o s químicamente, se han 
in t roduc ido modif icaciones en l a cod i f i cac ión d e l gen de 
p i ruva to qu inasa , de modo que e l l a se t raducen en l o s 
s i g u i e n t e s câmbios de aminoâcidos: Thr 21 por Ala , Ser 
22 por Asp y Lys 337 por Arg. Aqui comunicamos l a cons­
t r u c t i o n de e s t o s mutantes y su clonamiento en un vec to r 
apropiado para su p o s t e r i o r evaluaciõn por t ransforma-
ción de una cepa de levadura d e f i c i e n t e en p i r u v a t o q u i ­
nasa y comparación con l o s r e s u l t a d o s que se obt ienen a l 
t ransformar con e l gen t i p o s i l v e s t r e . 

Financiado por DIUC (Universidad Cató l ica) Y PNUD-UNESCO 

ESTÚDIOS ESPECTRALES DE LA DE SN AT URAL IZ AC ION 
DE PEROXIDASA DE RABANO. ( S p e c t r a l s t u d i e s of 
h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e d ena t u r a t i on ) . G o n z a l e z , 
G . , B r u n e t , J . y S o t o m a y o r , C. I n s t i t u t o de 
QuTmica , U n i v e r s i d a d C a t ó l i c a de V a l p a r a i s o . 

Se I n v e s t i g o l a i n f l u e n c i a d e l g r u p o heme s o ­
b r e l a e s t a b i l i d a d d e l a p e r o x i d a s a d e l r á b a n o 
f r e n t e a d i v e r s o s a g e n t e s d e s n a t u r a 1 i z a n t e s . M u 
chos g r u p o s p r o 8 t é t i c o s e j e r c e n i n f l u e n c i a s es_ 
t a b i 1 i z a d o r a s a l u n l r s e a s u s r e s p e c t i v a s a p o -
p r o t e í n a s . E s t a e s t a b 1 1 i z a c i ó n s e ha e x a m i n a ­
do p a r a c o m p r e n d e r m e j o r l a n a t u r a l e z a de l o s 
câmbios c o n f o r m a c i o n a l . e s en l a a p o p r o t e i n a c o -
mo r e s u l t a d o de l a u n i o n e s p e c í f i c a . E s t e e s ­
t ú d i o s e e f e c t u ó u t i l i z a n d o l a f l u o r e s c e n c i a 
d e i ú n i c o t r i p t ó f a n o d e l a p r o t e í n a y e l d i -
c r o í s m o c i r c u l a r a 295 nm p a r a s e g u i r l a d e s n a 
t u r a l i z a c i ó n de l a p e r o x i d a s a y l a a p o p e r o x i d a 
s a p o r pH á c i d o , g u a n i d i n a y t e m p e r a t u r a . Se 
o b s e r v o que I a s p r o p l e d a d e s e s p e c t r a l e s d e l a 
p e r o x i d a s a cambían con l a d e s n a t u r a 1 i za c i ó n y 
que l a t r a n s i c i ó n es c o m p a t i b l e con un p r o c e -
so c o o p e r a t i v o . La a p o p e r o x i d a s a s u f r e t r a n -
s i c i o n e s a t e m p e r a t u r a y c o n c e n t r a c i õ n de d e s ­
na t u r a 1 i z an t e s más b a j a s que l a p e r o x i d a s a y 
l o s r e s u l t a d o s no m u e s t r a n un p r o c e s o c o o p e r a ­
t i v o . E s t o s h a l l a z g o s son i n t e r p r e t a d o s como 
una i n d i c a c i ó n que l a a p o p e r o x i d a s a es menos 
r e s i s t e n t e a l a d e s n a t u r a 1 i z a c i ó n que l a h o l o e n 
z im a y que e l cambio conf orm a c i o n a 1 que o c u r r e 
a l r e m o v e r e l g r u p o heme r e s u l t a en una e s t r u c 
t u r a menos c o o p e r a t i v a que l a d e s p l e g a d a p o r 
l a e n z i m a n a t i v a . 

UNA PROTEÍNA DE OVARIO DE Xenopus laevis CON CAPACIDAD 
INHIBITORIA DE LA FOSFODIESTERASA DE NUCLEOTIDOS CÍCLI­
COS ACTIVADA POR DIFERENTES COMPUESTOS. (A protein 
from Xenopus laevis ovaries which has the capacity of 
inhibiting cyclic nucleotide phosphodiesterase activa­
ted by different compounds.) Jedlicki,E., Connelly.C. 
y Allende.J. Departamento de Bioquímica, Facultad de 
Medicina y Departamento de Biologia, Facultad de Ciên­
cias Básicas y Farmacêuticas, Universidad de Chile. 

En oocitos de Xenopus laevis existe una actividad 
fosfodiesterásica de nucleõtidos cíclicos (FDE I) capaz 
de ser activada por el complejo calmodulina-Ca z + (CaM-
C a ^ + ) , por fosfolTpidos y por tratamiento con tripsina. 
Se ha logrado aislar por cromatografTa en DEAE-celulosa 
de extractos de ovario, un inhibidor que antagoniza es­
tos tres tipos de activaciones. Este inhibidor se ha 
purificado hasta aparente homogeneidad y se ha identi­
ficado como una proteína de peso molecular 94.000, for­
mada por 2 subunidades aparentemente iguales de peso 
molecular 44.000 cada una. Esta proteína inhibitoria 
antagoniza especificamente la activaciSn de la FDE I, 
tanto por calmodulina de cérebro de bovino como por 
calmodulina de ovario, sin afectar la actividad basal 
de la enzima ni la forma enzimltica independiente de 
CaM. La inhibición de la activaciôn de FDE I por CaM-
C a z + o fosfolípidos es reversible, puesto que un incre­
mento de la concentraciõn dei agente activador revierte 
la inhibición. La acciôn de la proteína inhibitoria se 
refleja en un descenso en los valores de V m a x de la 
reacciSn. Experimentos de cromatografía en columna de 
afinidad de CaM-sefarosa sugieren que el inhibidor es 
capaz de interactuar con calmodulina en presencia de 
iones C a " . Los resultados de inhibición de la FDE I 
activada por digestion parcial con tripsina sugieren, 
por otra parte, que la proteína inhibitoria seria capaz 
de unirse a la enzima. Un complejo de este tipo ha si­
do detectado en columna de afinidad de CaM-sefarosa. 
(Trabajo financiado por PNUD/Unesco CHI/81/001, OEA y 
Universidad de Chile.) 

http://conformacional.es
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ISOAPIRASAS DE & t u b e r o s u m VAR ULTIMUS(Isoapy-
r a s e s o f S . t u b e r o s u m v a r . U l t i m u s ) K e t t l u n , A . 
M. , U r r a , R . , M a n c i l l a , M . , V a l e n z u e l a . M.A. y 
T * r a v e r s o - C o r i , A. D e p a r t a m e n t o d e B i o q u í m i c a , 
F a c u l t a d d e C i ê n c i a s B á s i c a s y F a r m a c ê u t i c a s , 
U n i v e r s i d a d d e C h i l e . 

Se p u r i f i c o p a r c i a l m e n t e a p i r a s a ( p i r o f o s f o 
h i d r o l a s a ) d e S . t u b e r o s u m ( v a r . U l t i m u s ) c o n un 
c u o c i e n t e ATPasa /ADPasa d e 3 q u e s e m a n t u v o 
c o n s t a n t e a t r a v e s d e v a r i a s e t a p a s d e p u r i f i -
c a c i Ó n . De l a e t a p a d e f i l t r a c i Ó n e n u n a c o l u m 
na d e S e p h a d e x G-100 e l u y ó un s o l o máximo d e 
a c t i v i d a d ATPasa -ADPasa c o n un PM c o r r e s p o n -
d i e n t e a 4 7 0 0 0 . 

E s t e Cínico máximo d e a c t i v i d a d e n z i m á t i c a 
p r o v e n i e n t e d e un S e p h a d e x G-100 s e r e s o l v i Ó 
en t r e s p i c o s d e a c t i v i d a d a p i r ã s i c a a l r e a l i ­
z a r c r o m a t o g r a f I a s d e i n t e r c â m b i o (CM-Sepha-
dex ) o a f i n i d a d ( a z u l d e C i b a c r o n - a g a r o s a ) . 
Uno d e l o s p i c o s d e a c t i v i d a d f u ê d e c u o c i e n ­
t e ATPasa /ADPasa d e 8 , o t r o d e 1.0 y uno p e ­
q u e n o d e 2 . 

La p r e p a r a c i ó n a p i r a s a G-100 d e s p u ê s d e un 
e l e c t r o e n f o q u e t a m b i é n s e r e s o l v i ó " en t r e s 
f r a c c i o n e s p r o t e i c a s c o n a c t i v i d a d a p i r ã s i c a 
d e p i 6 , 4 (ATPasa /ADPasa a l t o ) ; p i 5 , 7 ( A T P a s a / 
ADPasa=ba jo ) y p i 7 , 6 (ATPasa /ADPasa i n t e r m é ­
d i o ) . 

Se c a r a c t e r i z a r o n I a s i s o e n z i m a s d e c u o c i e n 
t e a l t o y b a j o e n c u a n t o a pH Opt imo y e f e c t o 
d e m e t a l e s no e n c o n t r â n d o s e g r a n d e s d i f e r e n ­
c i a s e n t r e e l l a s . 

F i n a n c i a d o p o r e l DDI ( U . d e C h i l e ) p r o y e c t o s 
B - 1 1 4 4 - 8 3 3 3 y B - 1 1 4 4 - 8 4 4 4 . 

S U P R E S I O N DE LA TERM INACI ON DE LA T R A N S C R I P C I ON POR EL 
FAGO PA. ( S u p p r e s s i o n of t r a n s c r i p t i o n t e r m i n a t i o n by 
phage PA ). L a g o s , R . , B e c k w i t h , J . y_ G o l d s t e i n , R . 
D e p a r t a m e n t o de B i o l o g i a , F a c u l t a d de C i ê n c i a s Básicas y 
F a r m a c ê u t i c a s , U n i v e r s i d a d de C h i l e , y D e p a r t a m e n t o de 
M i c r o b i o l o g i a y G e n é t i c a M o l e c u l a r , H a r v a r d M e d i c a l 
S c h o o l . 

PA ha sido c l a s i f i c a d o como un b a c t e r i ó f a g o d e f e c t i v o 
gue d e p e n d e de un " h e l p e r " como es el c o l i f a g o P2 pa r a 
su d e s a r r o l l o l i t i c o . PA c o d i f i c a para v a r i a s funciones 
g é n i c a s , a una de Ias c u a l e s se le ha at r i b u í d o 
pr-opiedades a n t i t e r m i n a d o r a s de la t r a n s c r i p c i ô n porgue 
s u p r i m e p o l a r i d a d a s o c i a d a con m u t a c i o n e s âmbar en 
ope r o n e s p o l i c i s t r ò n i c o s del " h e l p e r " P2 . R e c i e n t e m e n t e 
se d e s c u b r i ó gue PA puede p r o p a g a r s e como un p l a s m i d i o , 
lo cual p e r m i t i ò realizar un estúdio más acabado de esta 
f u n c i ó n a n t i t e r m i n a d o r a . 

Para este p r o p ó s i t o , se c o n s t r u y e r o n f a g o s - p l a s m i d i o s 
d e r i v a d o s , que p o s e i a n gran parte de Ias funciones 
r e g u l a t o r i a s de PA y Ias fun c i o n e s n e c e s a r i a s para su 
r e p l i c a c i ó n (fragmento AO de Eco R I ) . Este f r a g m e n t o se 
ligo a un gen de k a n a m i c i n a , para facilitar la 
s e l e c c i ó n dei p l a s m i d i o . Para probar la a c t i v i d a d 
a n t i t e r m i n a d o r a de PA, se usó la cepa b a c t e r i a n a X 8 6 0 5 , 
la cual tiene fusionado el op e r ó n dei t r i p t ó f a n o c o n el 
ope r ó n de la l a c t o s a . En esta cepa el t e r m i n a d o r dei 
tr i p t ó f a n o está intacto y parte dei pr o m o t o r de la 
lac t o s a e s t á a u s e n t e , siendo el fe n o t i p o l a c ~ , pues la 
t r a n s c r i p c i ô n t e r m i n a en el t e r m i n a d o r dei t r i p t ó f a n o y 
no puede s e r r e i n i c i a d a en el op e r ó n de la l a c t o s a , aún 
cuando los gen e s e s t r u c t u r a l e s de este o p e r ó n están 
i n t a c t o s . Al t r a n s f o r m a r estas c é l u l a s con el pl a s m i d i o 
P A - k a n a m i c i n a , no hay t e r m i n a c i ó n de la t r a n s c r i p c i ô n en 
el t e r m i n a d o r dei o p e r ó n dei t r i p t ó f a n o (rho-
d e p e n d i e n t e ) , y es t a c e p a se c o n v i e r t e en l a c + . Es t u d i o s 
g e n é t i c o s con p l a s m i d i o s d e r i v a d o s de d i v e r s a s m u t a n t e s 
de PA, m o s t r a r o n que el p r o d u c t o g é n i c o r e s p o n s a b l e de 
esta a c t i v i d a d a n t i t e r m i n a d o r a , en trans en el c r o m o s o m a 
b a c t e r i a n o , es p s u . 

ACTIl/IDAD FOSFATASICA ACIPA / Ai.CAi.INA EN TR/PANOSOMA 
CRUZl. (Acid and alkaline. phoiphataie activity -tn Tiypa 
noTõma UWLÍÍ) . letelieA M.E., Aldunate, J, RepeXto, /., 
y Hoiello, A. 
Ve.paAtame.nto de Bioquimica, facultad de Medicina, Uni 
vexiidad de Chile. Camilla 6671- Santiago 7 , Chile. 

Tiypanoioma Ouizi ei el paAã&ito cauiante de la cn^eA 
medad de Chagai. Lai ioi^ataiai ácidai y alcalinai ion 
un giuxpa de enzimai cuya iígni^icancia biológica podnia. 
eitaK iilacionada con pfi.oceioi digeitivoi, tAampottt o 
luiptxxKa de algunoi componentei cctulanei. 

Se eitudiâ la actividad ioiíatdiica en la ^onma epima 
maitigota de J. ouizi, cepa Tulahaen, con el iuifiato 
p-niVioienit&òi&ato, cuanti^icando la velocidad de pno_ 
ducciõn del pioducto p-niXtofaenol a 410 nm. 

Hemoi podido eitablecet loi paJumetAOi ciníticoi pana 
cita actividad -ón vivo (epimoitigotei intactoi) Km 22.2 
mtiy Vmax.:1.60 nmolei/min/mg ptoteina, iiendo tal activi 
daa inhibida pot KCN 10 mM y EVTA 5mM. La actividad en 
homogenizado total tiene una Km de 4.9 mM y una l/max de 
4.7. 

Se ha neatizado ^naccionamiento iubcelulan y detenmi 
nado la actividad ácida (pH 5) y atcalina [pH 9) en mZ 
cioiomai y íiacciõn òoluble. Se ha Zitablecido eneitat, 
iiaccionei paiumeJxoi cin&ticoi y compoitamiento Ciente 
a inhibidoiei iimila/iei o loi deiCiito in vivo. 

El eitudio de vZai metabõlicai dei paAai7Xõ~contAibu 
ye al diieho nacional de nuevoi agentei quimioteiapíatM 
coi. 

financiado pon COMCVT-CHILE; UNVP/W/blHO/TVR; y Vepto. 
VeiaAAollo de la Inveitigación, UniveAiidad di Chile, 
Gnant 8-1«54. 

EFECTO DE ANÁLOGOS DEL ISOPROTERENOL SOBRE LA SÍNTE­
SIS DE POLIPKPTIDOS EN GLÂNDULA PAROTIDA DE RATON. 
( E f f e c t of i s o p r o t e r e n o l analogs on po lypep t ide s y n ­
t h e s i s i n mouse p a r o t i d g lands } . López S o l í s , R .O . , 
Miranda . D. y C a s t i l l o . L. Dpto . de B i o l o g i a C e l u l a r 
y Gené t i ca , F a c u l t a d de Medic ina , Univers idad de C h i l e . 

E l a g o n i s t a b e t a ad rené rg i co i s o p r o t e r e n o l ( 1 ( 3 , 4 -
d i h i d r o x i f e n i l ) - 2 - i s o p r o p i l a m i n o e t a n o l ) induce l a 
s i n t e s i s de una f a m i l i a de a l menos c inco p o l i p é p t i -
dos en g l ându la p a r ó t i d a de r a t ó n . Se desconoce e l 
mecanismo por e l c u a l e l i s o p r o t e r e n o l produce e s t a 
i nducc iõn , l a r e l a c i ó n que t i e n e e s t a r ^ s p u a s t a meta-
b ó l i c a con o t r a s r e s p u e s t a s c e l u l a r e s que e l i s o p r o ­
t e r e n o l provoca en g l ându la p a r ó t i d a ( s e c r e c i ó n , s í n ­
t e s i s de DNA, h i p e r t r o f i a ) y Ias c a r a c t e r í s t i c a s e s -
t r u c t u r a l e s de l i s o p r o t e r e n o l n e c e s a r i a s para l a i n ­
ducciõn de l o s p o l i p é p t i d o s . 

En e s t e t r a b a j o se a n a l i z ó por e l e c t r o f o r e s i s en 
g e l e s de poliacrilamida—SDS e l e f e c t o de 15 análogos 
e s t r u o t u r a l e s de l i s o p r o t e r e n o l r e s p e c t o de I a i n d u c ­
c i õ n de l o s p o l i p é p t i d o s . Es to s análogos d i f i e r e n e n ­
t r e s í en grupos químicos p a r t i c u l a r e s de los dominios 
c a t e c o l , e t a n o l o i sop rop i l amino y en I a s r e s p u e s t a s 
provocadas en g l ându la p a r ó t i d a . 

Todos los análogos empleados provocan s e c r e c i ó n 
pero só lo algunos de e l l o s s í n t e s i s de DNA o h i p e r ­
t r o f i a . La s í n t e s i s de l o s p o l i p é p t i d o s a n a l i s a d o s 
ocur re só lo cuando un análogo p a r t i c u l a r provoca h i ­
p e r t r o f i a y en e s t e caso son siempre los mismos c i n ­
co p o l i p é p t i d o s l o s i n d u c i d o s . Por o t r a p a r t e , l a c a -
pac idad de inducc ión de l o s p o l i p é p t i d o s se mantiene 
en a q u e l l o s análogos que en r e l a c i ó n a l i s o p r o t e r e n o l 
d i f i e r e n : a) en e l número o p o s i c i ó n de grupos OE en 
e l domínio c a t e c o l y b) en e l tamario dei r a d i c a l a l -
qui lamino l a t e r a l . La s u s t i t u c i ó n de grupos en e l do­
mínio e t a n o l de l i s o p r o t e r e n o l e l i m i n a l a p rop iedad 
i n d u c t i v a de p o l i p é p t i d o s en l o s a n á l o g o s . 

PROYECTO B 1 6 5 1 - 8 4 2 3 , DIB, UNIVERSIDAD DE CHILE. 

http://Ai.CAi.INA
http://Ve.paAtame.nto


R-60 RESUMENES DE COMUNICACIONES 

O B T E N C I O N D E A N T I C U E R P O S C O N T R A A P I R A S A D E S. 
t u b e r o s u m ( D e v e l o p m e n t o f a n t i b o d i e s a g a i n s t 
a p y r a s e o f S.tuberosum) M a n c i l l a , M . , A n i c h , M . , 
K e t t l u n , A . M . , Valenz"u"ela,M.A. y T r a v e r s o - C o r i 
k~. D e p a r t a m e n t o d e B i o q u í m i c a , F a c . d e C i e n -
c i a s B á s i c a s y F a r m a c ê u t i c a s . U n i v . d e C h i l e . 

L a a p i r a s a e s u n a e n z i m a q u e c a t a l i z a la hi 
d r o l i s i s de e n l a c e s p i r o f o s f é r i c o s . C o n el fin 
de c u a n t i f i c a r l a o b i e n e f e c t u a r e s t ú d i o s d e 
i n m u n o f l u o r e s c e n c i a e n el t e j i d o d e p a p a , se 
i n m u n i z ó c o n e j o s c o n a p i r a s a p u r i f i c a d a h a s t a 
la e t a p a d e azul de C i b a c r ó n , la c u a l p r e s e n -
t a b a c u a t r o b a n d a s p o r e l e c t r o e n f o q u e . 

El t í t u l o de a n t i c u e r p o s se m i d i õ p o r i n m u -
n o d i f u s i ó n y fue d e 1/8, t a m b i ê n se d e t e r m i n a 
p o r la t é c n i c a de E L I S A y el v a l o r fue 1/213. 

P a r a d e t e r m i n a r la e s p e c i f i c i d a d d e los a n ­
t i c u e r p o s se e n s a y ó u n a a p i r a s a s e m i p u r i f i c a -
d a , c o n d i l u c i o n e s c r e c i e n t e s d e su e r o i n m u n e 
y se o b s e r v o u n a f r a n c a d i s m i n u c i ó n d e Ias a c -
t i v i d a d e s A T P a s a - A D P a s a . E s t o d e m u e s t r a q u e el 
sue r o r e c o n o c e u n a a p i r a s a s i m i l a r a l a q u e se 
utilizei p a r a s e n s i b i l i z a r l o s c o n e j o s . 

C o n el f i n d e o b t e n e r u n p a t r o n de s e p a r a -
c i ó n a n t i g ê n i c o , se e l e c t r o e n f o c a r o n m u e s t r a s 
d e a p i r a s a a z u l d e C i b a c r ó n y a p i r a s a G-100 
(menos p u r i f i c a d a ) y se s i g u i ó p a r a l e l a m e n t e 
la a c t i v i d a d a p i r S s i c a y l a r e s p u e s t a i n m u n e 
p o r E L I S A . 

A d e m á s , se e n c o n t r o i n t e r a c c i ó n d e i su e r o 
i n m u n e c o n o t r a s a p i r a s a s c o m o : la d e b r o t e 
v a r . D e s i r é e , la d e t u b ê r c u l o v a r . P i m p e r n e l y 
u n a i s o e n z i m a d e la v a r . U l t i m u s . 

F i n a n c i a d o p o r el D D I (U.de Chile) p r o y e c t o í 
B - 1 1 4 4 - 8 4 4 4 y B - 1 1 4 4 - 8 3 3 3 . 

UN MODELO DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE FRUCTOSA DIFOSFA-
TASA, DE RIfSON DE CERDO. (A model for the secondary 
structure of pig kidney fructose bisphosphatase). 
Martinez,J., Cid.H. Departamento de Ciências Fisioló­
gicas. Facultad de Ciências Biológicas y Recursos Natu-
rales. Universidad de Concepción. 

La Fructosa 1-6 difosfatasa, (EC.3.1.3.11), es una 
enzima tetramérica, con subunidades idênticas. Es una 
enzima alostérica, inhibida por AMP, renulada por pro-
teolisis y requiere de un cation divalente para su ac­
tividad . 

Se realizo la predieción de estructura secundaria, 
para la enzima de rinón de cerdo, de la cual sólo se 
conoce su estructura primaria. Se propone una ubicación 
de los sitios activo y regulatorios en el modelo. 

La predieción se hizo por los métodos de perfiles 
de hidrofobicidad y método de Chou y Fasman modificado, 
que permite la asignación del sentido (paralelas o anti-
paralelas) de las zonas de estructura $ . La ubicación 
de los sitios activo y regulatorios, se hizo por homo-
logia de secuencia con la enzima de hfgado de conejo. 

La predieción realizada indica 38,2% de estructura 
B , 21,5% de helices y 3,5% de vueltas. El modelo pre-
senta dos dominios unidos por una hebra flexible. El 
domínio I, incluye los residuos 1 al 140, y el dominio 
II, los residuos 157 al 335. El dominio I presenta los 
sitios para la union de AMP y regulación por proteoli-
sis. El dominio II presenta el sitio activo. La super-
posicifin de ambos dominios permite la proximidad dei si­
tio de union de AMP, sitio activo y el grupo SH hipe-
rreactivo. 

El modelo propuesto se ajusta a una serie de restriç 
ciones estructurales, es termodinámicamente estable y 
permite explicar el comportamiento enzimâtico de la pro­
teína. 

Proyecto de Investiqación 20.33.16 de la Dirección de 
Investigation. Universidad de Concepción. 

EFECT O DE C A T I O N E S SOBRE LA CINETICA DE P O L I M E R I Z A C I O N 
V E S T R U C T U R A DE LOS M I C R O T U B U L O S . (Cations e f f e c t on the 
k i n e t i c of p o l i m e r y z a t i o n and s t r u c t u r e of m i c r o t u b u l e s ) 
M o n a s te rio , 0 • y_ Ti m a s h e f f S . N . D e p a r t a m e n t o de 
B i o l o g i a , F a c u l t a d de Ci ê n c i a s B á s i c a s y F a r m a c ê u t i c a s , 
U n i v e r s i d a d de Chile y Gr a d u a t e D e p a r t m e n t of 
B i o c h e m i s t r y , B r a h d e i s U n i v e r s i t y . 
Los e f e c t o s de três c a t i o n e s sobre la p o l i m e r i z a c i ó n In 
vitro de t u b u l i n a de cérebro de b o v i n o , p u r i f i c a d a por 
el m é t o d o de H e i s e n b e r g y c o l . ( B i o c h e m i s t r y 1_ ( 1 9 6 8 ) , 
4 4 6 6 - 4 4 7 9 ) m o d i f i c a d o por Lee y c o l . ( J . B i o l . C h e m . 248 
( 1 9 7 3 ) , 7 2 5 3 - 7 2 6 2 ) , fueron i n v e s t i g a d o s en a m o r t i g u a d o r 
fosfato a pH 7,0. Los v a l o r e s para las c o n c e n t r a c i o n e s 
c r i t i c a s o b t e r n i d o s en p r e s e n c i a de p o t a s i o a d i f e r e n t e s 
c o n c e n t r a c i o n e s de m a g n e s i o siempre fueron m e n o r e s que 
en p r e s e n c i a de s o d i o . A s i , par a 12 mM m a g n e s i o en 
pr e s e n c i a de 10 mM sodio o potasio los va l o r e s fueron 
10,7 y 7,5 /YM r e s p e c t i v a m e n t e . El valor de la c o n s t a n t e 
a p a r e n t e de c r e c i m i e n t o del m i c r o t ú b u l o c a m b i o desde 
8,1 x I O 5 a 5,7 x I O 5 L/M entre 20 y 113 mM s o d i o . El 
efec t o con p o t a s i o fue m e n o r . La c i n é t i c a de 
po l i m e r i z a c i ó n fue más le n t a a alta s c o n c e n t r a c i o n e s de 
ambos c a t i o n e s m o n o v a l e n t e s . M i c r o s c o p i a e l e c t r ò n i c a de 
los p r o d u e t o s de p o l i m e r i z a c i ó n a baja s c o n c e n t r a c i o n e s 
de e s t o s c a t i o n e s mostro p r i n c i p a l m e n t e una m e z c l a de 
hojas y m i c r o t ú b u l o s . Un a u m e n t o de la c o n c e n t r a c i õ n de 
estos e l i m i n o f u n d a m e n t a l m e n t e la p r e s e n c i a de h o j a s . 
A n á l i s i s t e r m o d i n â m i c o de la union de mag n e s i o al dimero 
de t u b u l i n a u t i l i z a n d o la teoria de la fun c i ô n de unión 
de Wyman (Adv. P r o t e i n C h e m . 19 ( 1 9 6 4 ) , 224-286) mostro 
un valor de A v cercano a uno a fuerza iónica c o n s t a n t e 
en p r e s e n c i a de ambo s c a t i o n e s m o n o v a l e n t e s . C o n c l u í m o s 
q u e : C o n c e n t r a c i o n e s de pot a s i o y sodio c e r c a n a s a Ias 
fi s i o l ó g i c a s f a v o r e c e n la fo r m a c i ó n de m i c r o t ú b u l o s , 
p o t a s i o favorece la e l o n g a c í ó n de los m i c r o t ú b u l o s , y se 
pr o d u c i r i a la un ión de un mol de mag n e s i o por mol de 
tub u l i n a en el proceso de p o l i m e r i z a c i ó n . F i n a n c i a d o por 
NIH G r a n t s N o s . GM 14603 y CA 16 7 0 7 . 

ACTIVIDAD DE ÁCIDO CLAVULANICO SOBRE B—LACTA— 
MASA DE STREPTOMYCES UCSM-104 V DE SHIGELLA 
FLEXNERI UCSF 1 2 9 . ( A c t i v i t y o f C l a v u l a n i c 
A c i d upon 6 - l a c t a m a s e f rom S t r e p t o m y c e s UCSM 
104 and S h i g e l l a f l e x n e r i UCSF 129) Mondaca , 
M . , R i o s . M. , R u i z . J . , C a m p o s . M. y Z e m e l m a n , 
R. D e p a r t a m e n t o d e M i c r o b i o l o g i a y d e Q u i m i -
c a , U n i v e r s i d a d d e C o n c e p c i ó n . 

E l á c i d o c l a v u l á n i c o e s un I n h i b i d o r c o n 
b u e n a a c t i v i d a d s o b r e B - l a c t a m a s a s p l a s m i d i a -
l e s p r e f e r e n t e m e n t e . En e s t e t r a b a j o s e h a 
e s t u d i a d o e l p e r f i l d e s u s t r a t o s d e l a s R - l a ç _ 
t a m a s a s d e S t r e p t o m y c e s UCSM-104* y d e S h i q e -
11a f l e x n e r i UCSF 129 y l a i n h i b i c i ó n d e e -
l l a s p o r á c i d o c l a v u l á n i c o . P a r a l o s p e r f i ­
l e s d e s u s t r a t o s s e u s ó b e n c i p e n i c i 1 i n a , ampj^ 
c i l i n a , c e f a l o r i d i n a y c l o x a c i l i n a . Se p r e i n 
c u b a r o n I a s e n z i m a s c o n d i f e r e n t e s c o n c e n t r a ­
c i o n e s d e á c i d o c l a v u l á n i c o . L o s p e r f i l e s d e 
s u s t r a t o s , d e t e r m i n a d o s p o r un m é t o d o i o d o m é -
t r i c o f u e r o n s i m i l a r e s p a r a ambas e n z i m a s , pe_ 
r o l a R - l a c t a m a s a d e S t r e p t o m y c e s UCSM-104 
p r e s e n t ó un I 5 0 d e 5.5 m i e n t r a s q u e l a d e S h l 
q e l l a f l e x n e r i UCSF 129 d e 0 . 3 3 . Se c o n c l u y e 
q u e , a u n q u e ambas e n z i m a s t i e n e n u n a c o d i f i c a 
c i ó n g e n é t i c a d i f e r e n t e , p r e s e n t a n u n a a c t i v i 
dad s i m i l a r s o b r e l o s a n t i b i ó t i c o s B - l a c t á m i -
c o s y q u e s o n b a s t a n t e d i f e r e n t e s e n su s u s -
c e p t i b i l i d a d a l á c i d o c l a v u l á n i c o . E s t a d i f e 
r e n c i a p u e d e s e r c a u s a d a p o r d i f e r e n c i a s en 
l o s s i t i o s a c t i v o s d e ambas B - l a c t a m a s a s . Se 
c o n c l u y e t a m b i é n q u e e l á c i d o c l a v u l á n i c o pue_ 
d e i n h i b i r B - l a c t a m a s a s d e t i p o c r o m o s o m a l . 

Se a g r a d e c e a l a U n i v e r s i d a d d e C o n c e p — 
c i ó n y a Beecham P h a r m a c e u t i c a l s ( U . K . ) p o r 
e l a p o y o p r e s t a d o . 
* R e i n i c k e , K. T e s i s p a r a o p t a r a l g r a d o d e 

B i o q u í m i c o , U n i v e r s i d a d d e C o n c e p c i ó n , 
( 1 9 7 8 ) . 
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" tf-GLUTAMILTRANSPEPTIDASA DE G L Â N D U L A M A M A -

R I A " . ( tf - G L U T A M Y L T R A N S P E P T I D A S E F R O M M A M M A ­

RY G L A N D ) . M o r a ] e s , O • , P u e n t e , J• y S a p a a -

H a g a r , M . D e p a r t a m e n t o de B i o q u í m i c a , F a c u l -

tad de C i ê n c i a s B á s i c a s y F a r m a c ê u t i c a s . U n i ­

v e r s i d a d de C h i l e . 

La tf - g l u t a m i ] t r a n s p e p t i d a s a e s u n a e n z i m a de 

m e m b r a n a c u y a p r i n c i p a l f u n c i ò n e s t á r e l a c i o -

n a d a al t r a n s p o r t e de a m i n o ã c i d o s . C a t a ] i z a 

d o s t i p o s de r e a c c i o n e s : t r a n s p e p t i d a c i ó n e 

h i d r ó l i s i s . En eJ p r e s e n t e t r a b a j o se p u r i f i ­

c o e s t a e n z i m a de g l â n d u l a m a m a r i a e n l a c t a n -

c i a y se e s t u d i a r o n s u s p r o p i e d a d e s . 

La a c t i v i d a d se d e t e r m i n o c o n L - tf- g] u t a m i ] pn_i 

t r o a n i l i d a y D - g ] . u t a m i n a c o m o d a d o r e s d e i g r u ­

po ^ - g ] u t a m i ] o y g] ic i ] g] i c i n a y L-aminoâc i d o s 

c o m o a c e p t o r e s . Se e s t ú d i o el e f e c t o m o d u l a -

d o r de su a c t i v i d a d q u e e j e r c e eJ á c i d o m a l e i -

co y ]a c i n é t i c a de i n a c t i v a c i ó n f r e n t e al m a r 

c a d o r de a f i n i d a d 6-d i a z o - 5 - o x o n o r l e u c i n a ( D O N ) 

La e n z i m a e s , e n c u a n t o a e s p e c i f i c i d a d de a m i ­

n o ã c i d o s , i n a c t i v a c i ó n p o r D O N y p e s o m o l e c u -

lar, s i m i l a r a la de r i n ò n ; s ó l o se d i f e r e n c i a 

en c u a n t o a la m o d u ] a c i ó n p o r á c i d o m a l e i c o , 

d i f e r e n c i a q u e s e r i a de s i g n i f i c a c i ò n f i s i o l ó ­

g i c a e n c u a n t o a] m a n e j o d e i a m o n i o . 

F i n a n c i a d o p o r P r o y e c t o B 1 1 3 8 - 8 4 4 4 u . de 

C h i ] e y P r o y e c t o C H I - 8 1 / 0 0 1 P N U D - U N E S C O . 

CARACTERIZACION DE LA INHIBICION POR FENOTIAZINAS DE LA 
0XIDACI0N PEROXISOMAL DE ÁCIDOS GRASOS 
(Characterization of the phenothiazine mediated inhi­
bition of fatty acid oxidation in peroxisomes). 
Nicovani, S., Pérsico, R., Necochea, C. y Leiqhton, F., 
Departamento de Biologia Celular, U. Católica de Chile, 
Casilla 114-0, Santiago, Chile. 

Hemos establecido previamente que derivados de feno-
tiazinas inhiben selectivãmente la oxidación de ácidos 
grasos en peroxisomas, sin afectar la producción de 
cuerpos cetõnicos, una indicación de oxidación mitocon-
drial (B.B.R.C. 120: 505, 1984). Cuando se utiliza palmi 
tato (Ci6) como sustrato, los hepatocitos de rata trata­
da con Nafenopin, un inductor de proliferación peroxiso­
mal, clorpromazina 0.2 mM inhibe más de 80% la oxidación 
peroxisomal sin afectar la mitocondrial. Este efecto es 
menor si se usa laurato (C12). El efecto inhibitorio es 
aparente ya a los 5 min y se mantiene por 20 o más. El 
efecto no se detecta al agregar fenotiazinas "in vitro" 
a fracciones subcelulares u homogeneizado, cuando se 
mide la via peroxisomal a nivel de la oxidasa de ácidos 
grasos 0 la hidroxiacil-CoA deshidrogenasa. Ya que no 
parece ser un efecto directo de las fenotiazinas sobre 
las primeras enzimas de la via oxidativa peroxisomal, 
se evaluaron algunos posibles mecanismos indirectos. En 
particular, labilización de membrana de peroxisomas y 
labilización de membrana de hepatocitos. Además, emplean 
do numerosos antioxidantes, se exploro la posible parti-
cipación de radicales libres que, es sabido, se generan 
en presencia de fenotiazinas. Los resultados descartan 
estos como posibles mecanismos del efecto de fenotiazi­
nas sobre peroxisomas. Actualmente estamos evaluando la 
participación de otras enzimas de la via y de posibles 
componentes reguladores. 

Financiado por proyecto DIUC 55/84 

FLUJ0S METAB0LICOS DE ÁCIDOS GRASOS EN HEPATOCITOS. ROL 
DE PEROXISOMAS. (Metabolic fluxes of fatty acids in hepa_ 
tocytes. The role of peroxisomes). Orel lana, A., Morales 
M.N., y Bronfman,M. Laboratório de Citoiogía Bioquímica, 
Departamento de Biologia Celular, P. Universidad Católi­
ca de Chile, Casilla llA-D, Santiago,Chile. 

La B-oxidación de ácidos grasos en hepatocitos y otras 
células animal es se realiza en mitocondrias y peroxiso­
mas. El proceso peroxisomal es incompleto y sus produc-
tos serían acetilcarnitina y derivados aci1-carnitina de 
cadena media y corta. Con el objeto de evaluar la impoi— 
tancia y especificidad relativa de la via peroxisomal,se 
estúdio la incorporaciõn de marca a productos de degra-
dactõn en hepatocitos aislados de ratas controles y tra­
tadas con Nafenopin (para inducir proliferación peroxi­
somal) utilizando como sustratos, simultaneamente, áci­
dos acético, butírico, láurico y palmítico, uno de ellos 
marcado con 1**C en el carbono 1, por vez. Los resultados 
obtenidos muestran que el tratamiento con Nafenopin in­
duce un marcado aumento dei flujo de marca desde ácido 
láurico a productos de oxidación, mientras que disminuye 
la incorporaciõn desde ácido butírico, sugiriendo que 
los peroxisomas oxidan preferencialmente ácido láurico 
y confirmando estimaciones previas de la especificidad 
dei sistema. Se estúdio además el efecto de la Clorpro­
mazina, inhibidor específico de la B-oxidaciõn peroxiso­
mal (1), en la incorporaciõn de marca desde ácido palmí­
tico U-l^C a productos de oxidación. Esta droga inhibe 
en un 30-^03 la incorporaciõn de marca a acetilcarnitina 
sin efecto apreciable en la incorporaciõn de marca a 
cuerpos cetõnicos, que evaluan la funciõn mitocondrial. 
Esta observación sugiere que, bajo estas condiciones, 
una parte importante de la oxidación de palmitato se 
lleva a efecto en peroxisomas. 

(1) Leighton,F..Pérsico,R., and Necochea,C. Biochem. 
Biophys. Res. Comm.,120,505-511(1984) 

Financiado por proyecto DIUC 76/82 

HIDR0XILACI0N DE TEST0STER0NA IN VITRO EN RATAS N0RMA-
LES Y CON DESNUTRICI0N PR0TEIC0-ENERGETICA PRETRATADAS 
CON B-NAFT0FLAV0NA. (Hydroxylation of Testosterone in 
norma] and protein-energy malnourished rats pretrated 
with B-Naphthoflavone). Orel lana, M., Mancilla, J. y 
Gil, L. Departamento de Bioquímica, Fac. de Medicina, 
Universidad de Chile. 

Testosterona (T) un sustrato natural del sistema de 
monooxigenasas es oxidada en diferentes posiciones por 
las isoenzimas P-450 las cuales presentan regio y este 
reo selectividad. Se ha postulado que las oxidaciones 
de (T) en determinadas posiciones podrfan estar catalj_ 
zadas por isoenzimas que presentarian una restringida re 
gioselectividad de manera que la producción de ciertos 
metabolitos podría dar una estimación de la composición 
de las diferentes isoenzimas P-450 en microsomas. 

La oxidación de (T) por microsomas de higado fue es^ 
tudiada en ratas normales y desnutridas tratadas con 
(B-NF). Los productos de la oxidación de (T) se separa-
ron por HPLC (Mancilla, Gil, Anal. Letters, 1984. In 
Press). En animales que no fueron tratados con (B-NF) 
se observo que la desnutri ci ón disminuyó en 46% el meta_ 
bolismo total de (T). La producción de algunos metabolj^ 
tos disminuyó entre 40 y 60%, mientras que la de otros 
permaneció inalterada. El tratamiento con (p-NF) incre 
mentó en ambos grupos la producción de 2-a0HT y 7-a.OHT, 
disminuyó en ambos grupos la Androstenediona y aumento 
en ratas normales la producción de 6B-0HT pero la decre 
ció en ratas desnutridas. Estos resultados sugieren que 
la desnutrición proteico-enêrgetica altera la compos^ 
ción de Ias isoenzimas citocromo P-450 y que la (p-NF) 
puede inducir selectivãmente ciertas espécies de cito 
cromo P-450 dependiendo dei estado nutricional dei anj^ 
mal. 

Financiado por proyectos: B-1970-8415 de la Universidad 
de Chile y dei Fondo Nacional de Ciências. 
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CAR80XIMETILACI0N DE PROTEÍNAS DE Thiobaci1lus ferrooxi 
dans . POSIBLE RESPUESTA QUIMI0TACT1CA. (Protein carboxy_ 
methylation in J_. ferrooxidans. A possible chemotactic 
r e s p o n s e ) . Peirano, I. y Jerêz, C A . Departamento de 
Bioquímica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. 

La biolixiviación de minerales sulfurados de cobre y 
otros metales por T_. ferrooxidans es de gran interés ir̂  
dustrial. Estas bactérias flageladas probablemente se 
adhieren a minerales específicos, por l o cual deberían 
tener receptores sensoriales para la quimiotaxis. Es 
sabido que en las bactérias entéricas estos receptores 
son proteínas metilables de la membrana. Hemos estudia_ 
do la presencia de receptores de este tipo en bactérias 
quimiolitotrôficas y acidófilas, como e l T_. ferrooxi­
dans. 

LTs células se crecieron en medio 9 K y posteriormente 
se incubaron en presencia de cloramfenicol y (metil- 3H) 
metionina. De esta manera se inhibe la síntesis proteja 
ca y se incorporan grupos metilo solo a Ias cadenas la_ 
terales de Ias proteínas. Las proteínas metiladas se 
detectaron por electroforesis en geles de poliacrilamida 
y ulterior autoradiografía. 

Encontramos proteínas aparentemente carboximetiladas 
con pesos moleculares de entre 55 y 65 Kilodaltons y 
por lo tanto similares a Ias proteínas quimiotãcticas 
metilables (MCP's) de coli. Atrayentes o repelentes 
descritos para enterobacterias actuaron de manera totaj_ 
mente diferente en J_. ferrooxidans. 

Es posible por lo tanto que Ias bactérias lixiviantes 
posean mecanismos quimiotScticos para reconocer sustain 
cias atrayentes y repelentes,las que será necesario 
identificar. 

Financiado por CONICYT, Proyecto 1147/83 y Universidad 
de Chile, Proyecto B-1972-8414. 

D E T E R M I N A C I O N D E M A S A M O L E C U L A R D E E N Z I M A S D E 
C I T R U S L I M O N U M P O R R A D I A C I O N I O N 1 2 A N T E (Molecu 
lar m a s s o f e n z y m e s f r o m C i t r u s l i m o n u m by i o ­
n i z i n g r a d i a t i o n ) P o r t i l l a , G . , R o j a s , M . C . y 
C o r i , O. D e p . d e Q u í m i c a y d e B i o q u í m i c a . F a c . 
de C i ê n c i a s B S s i c a s y F a r m a c ê u t i c a s . U n i v e r s i ­
d a d d e C h i l e . 

L a s c a r b o c i c l a s a s c a t a l i z a n l a f o r m a c i ô n de 
los h i d r o c a r b u r o s ol p i n e n o , (5 p i n e n o y l i m o n e -
n o a p a r t i r de g e r a n i l , n e r i l o l i n a l i l p i r o f o £ 
fato ( G P P , N P P , L P P ) . H ay e v i d e n c i a s d e q u e se 
t r a t a d e v a r i a s e n z i m a s . L a p r e p a r a c i ô n c o n t i e 
ne a d e m ã s f o s f a t a s a s . 

L a r a d i a c i â n g a m a i n a c t i v a l a s e n z i m a s . L a 
d o s i s r e q u e r i d a p a r a o b t e n e r 3 7% d e a c t i v i d a d 
r e s i d u a l e s f u n c i ó n de la m a s a m o l e c u l a r e i n -
d e p e n d i e n t e de la p u r e z a d e l a s p r o t e í n a s . 

Se i r r a d i a r o n a m p o l l a s s e l l a d a s al v a c i o 
c o n 200 u g de p r o t e í n a l i o f i l i z a d a e n u n a F u e n 
te d e 6 0 C o d e a c t i v i d a d 1.200 C i (energia 1,17 
y 1,33 M.ev) y d o s i s h a s t a 33 M r a d e n 14 0 h o ­
ras . 

L a s m a s a s m o l e c u l a r e s d e l a s c a r b o c i c l a s a s 
y f o s f a t a s a s r e s u l t a r o n m u y s e m e j a n t e s , d e l o r 
d e n de 60.000 D a . P o r f i l t r a c i ô n e n g e l se o b -
t u v o M M de 50.000 D a p a r a la G P P c i c l a s a . L a 
i r r a d i a c i o n no m o d i f i c o l a s K m d e l a s e n z i m a s 
ni la relacifin e n t r e los h i d r o c a r b u r o s y a l c o -
h o l e s f o r m a d o s . 

Se c o n c l u y e q u e las d i f e r e n t e s a c t i v i d a d e s 
c a r b o c i c l â s i c a s se d e b e n a e n z i m a s de M M s e m e -
j a n t e o b i e n a u n a s o l a e n z i m a . E s t a ú l t i m a hi 
p ó t e s i s n o s p a r e c e p o c o p r o b a b l e . 

P r o y e c t o s B - 1 1 2 7 d el D . I . B . y 1 0 1 4 - 8 3 d e i 
F N C T . A g r a d e c e m o s l a v a l i o s a c o l a b o r a c i ô n d e 
la C o m i s i é n C h i l e n a d e E n e r g i a N u c l e a r d o n d e 
se r e a l i z o l a i r r a d i a c i o n . 

R E D U C C I O N D E A Z U L D E N I T R O T E T R A Z O L I O E N P R E S E N 
C I A D E N A D + O N A D P + Y A L C O H O L E S D E E S T R U C T U R A 
I S O P R E N I C A , P O R U N S I S T E M A E N Z I M A T I C O D E C i ­
t r u s s i n e n s i s ( R e d u c t i o n of n i t r o t e t r a z o l r ü m 
b l u e in t h e p r e s e n c e o f N A D + o r N A D P + a n d p r e -
n o l s , by a n e n z y m e s y s t e m f r o m C i t r u s sinensis) 
Q u a a s , A . , P ê r e z , L . M . D e p . d e B i o q u í m i c a . F a c . 
de C i ê n c i a s B S s i c a s y F a r m a c ê u t i c a s . U n i v . de 
C h i l e . 

L a f o r m a c i ô n d e s e s q u i t e r p e n o i d e s de c o n -
f o r m a c i ô n Z p u e d e r e a l i z a r s e p o r condensaciftn 
d l r e c t a e n t r e g e r a n i l p i r o f o s f a t o (GPP) e i s o -
p e n t e n i l p i r o f o s f a t o (IPP) 6 a t r a v é s de u n m e ­
c a n i s m o d e i s o m e r i z a c i ô n r e d o x a p a r t i r d e E -
f a r n e s i l p i r o f o s f a t o ( E - F P P ) . El m e c a n i s m o de 
isomerizaciíin i n v o l u c r a r í a la p a r t i c i p a c i ó n d e 
d e s h i d r o g e n a s a s . 

U n a p r e p a r a c i ô n l i b r e de c é l u l a s r e d u c e al 
azul de n i t r o t e t r a z o l i o , e n p r e s e n c i a d e N A D 6 
NA D P y d e a l c o h o l e s p r i m á r i o s d e e s t r u c t u r a 
i s o p r ê n i c a . El e t a n o l t a m b i ê n p u e d e s e r u t i l i ­
zado c o m o s u s t r a t o , p e r o s o l a m e n t e e n p r e s e n ­
c i a d e N A D . 

L a v e l o c i d a d de r e a c c i ô n e s p r o p o r c i o n a l a 
la c o n c e n t r a c i õ n de e n z i m a , l a q u e e s e s t a b l e 
h a s t a p o r u n a s e m a n a . 

L a r e d u c c i ó n d e a z u l d e n i t r o t e t r a z o l i o 
e s t a r i a a c o p l a d a a l a a c t i v i d a d d e u n a p r e n o l 
d e s h i d r o g e n a s a , a ú n c u a n d o h a s t a el m o m e n t o n o 
ha s i d o p o s i b l e i d e n t i f i c a r l o s p r o d u c t o s de 
la r e a c c i õ n . 

P r o y e c t o B - 1 1 2 7 U . C h i l e ; C H I 8 1 / 0 0 1 y 
10 1 4 - 8 3 F o n d o N a c i o n a l d e C i ê n c i a y T e c n o l o g i a 

SEPARACIÓN Y CUANTIFICACION DE ESTEROIDES POR CR0MAT0-
GRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESI0N. (Separation and quanti­
fication of steroids by HPLC). Sylvia A. Ramirez, P_. 
Zúüiga, L. Valladares y A.M. Pino. Division Ciências 
Básicas. INTA. Universidad de Chile. 

La medicion de hormonas esteroidales y sus metaboli 
tos, por un método sensible y rápido, es uno de los pro 
blemas que se debe enfrentar en estúdios endocrinolóoi-
cos. Actualmente el método de eleccion, dada la baja 
concentraciõn en que se encuentran estos compuestos, es 
el radioinmunoensayo, el cual puede resultar inapropia-
do para el caso en que los compuestos presenten reac-
d ó n cruzada. 

La cromatografía líquida de alta presión (CLAP) per^ 
mite tanto la separación de los compuestos desde una 
mezcla, como la detección de los componentes. En este 
trabajo presentamos nuestra experiência en el análisis 
de varios compuestos esteroidales por CLAP en fase re­
versa, utilizando una columna u Bondapak C18. El solver^ 
te utilizado fue acetonitrilo: agua (40:60) o bien una 
gradiente discontinua de acetonitrilo: agua (35:65)-
acetonitrilo: agua (40-60); esta gradiente permitió se­
parar androstenediona de 17 hidroxiprogesterona. Los es^ 
trógenos se detectaron a 206 nm y los andrógenos y pro-
gestágenos a 254 nm. 

La absorciõn lineal en el UV permitió la detección 
de estradiol y testosterona, en el rango de 0.2 a 20 ng. 
Alternativamente mediante el uso de precursores radio-
activos, la cuantificación se hizo por recolección de 
Ias fracciones eluidas y mediciõn de la radioactividad 
recuperada. Este procedimiento se utilizo nara la medi­
cion de la enzima 17a-hidroxilasa en células de Leydio, 
utilizando la separación y cuantificación de metaboli-
tos intermediários en la formaciôn de testosterona a 
partir de proqesterona. Los resultados se comparan con 
los obtenidos Dor separación en cromátografía en placa 
fina. 

Financiado por DIB. Proyecto B-1513-8322. U. de Chile. 
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA FRUCTOSA 1,6-BIS-
FOSFATASA DE HI GADO DE HAMSTER ( P u r i f i c a t i o n and char ­
a c t e r i z a t i o n of hamster l i v e r f r u c t o B e 1 ,6-bisphos-
p h a t a s e ) . Reyes, A., Diaz, V. , Hubert, E . , S lebe , J . C 
I n s t i t u t o de Bioquímica, Facul tad de Ciênc ias , Univer­
s i d a d Aust ra l de Chi le , Va ld iv ia . 

Se ha postulado que en mamíferos l a regulac iõn de 
l a gluconeogenesis a n i v e l de l a f ruc tosa 1,6—bisfosfa-
t a s a d i f i e r e en t r e espécies h ibernan tes y no-hibernan-
t e s . Como una manera de e s t u d i a r l a s pos ib l e s bases mo­
l e c u l a r e s de e s t a regulac iõn d i f e r e n c i a l , estudiamos 
l a s propiedades reguladoras de l a f ruc tosa 1 ,6 -b i s fos -
f a t a sa de hi gado de hamster (mamífero h i b e r n a n t e ) . 

Una preparaciõn homogênea de l a enzima se obtuvo por 
u n procedimiento de pu r i f i c ac iõn de cua t ro e t a p a s , ex-
t r a c c i ó n a pH 7 , 5 , calentamiento a 55° , fraccionamien-
t o con s u l f a t o de a m o n i o y cromatografía en fos fo-
c e l u l o s a . La pu r i f i cac iõn fue 150 veces y l a ac t iv idad 
e spec í f i ca fue d e 30 U/mg de p r o t e í n a s ; por e l e c t r o f o -
r e s i s en po l i ac r i l amida en SDS l a preparaciõn mostro 
u n a b a n d a , que correspondia a u n PM de 37.000, La e n z i ­
ma n a t i v a mostro s e r t e t r amér i ca y poseer u n pH õptimo 
neutro (pH 7 , 5 ) . Como o t r a s f ruc tosa 1 ,6 -b i s fo s f a t a sa s , 
l a enzima d e hamster p resen tõ i nh ib i c ión a l o s t é r i c a por 
AMP, i nh ib i c ión por f ruc tosa 2 ,6 -b i s fo s f a to y por a l t a s 
concentraciones d e f ruc tosa 1 ,6 -b i s fos fa to , ac t ivac ión 
p o r ca t iones monovalentes (K ^, NH )̂ y requer imiento d e 
u n c a t iõn d iva len te (Mg * , Mn + ) para su a c t i v i d a d . 

Un es túd io comparativo d e l a enzima de hamster con 
l a d e hígado de r a t a (mamífero n o - h i b e m a n t e ) , mostro 
que d i f i e r e n e n propiedades e s t r u c t u r a l e s , como PM de 
l a s subunidades, p l y e s t a b i l i d a d t é rmica . Sin embargo, 
s u s propiedades reguladoras n o d i f i e r e n s i g n i f i c a t i v a ­
mente. Nuestros r e su l t ados no apoyan l a idea de una 
regulac iõn d i f e r e n c i a l de l a g luconeogenesis , a n i v e l 
d e l a f ruc tosa 1 ,6 -b i s fos fa t a sa , en t r e e s to s mamíferos. 
(Financiado por proyec tos : RS-82-36, Direcciõn d e I n -
ve s t i gac ión , UACH; CHI 81/001 , PNUD-UNESCO). 

EFECTO IN-VIVO DE AFIDICOLINA SOBRE EL CICLO 
CELULAR EN MERISTEMAS RADICULARES (In vivo e-
ffect Nof aphidicolin on the cell cycle of root 
meristems). Sans, J. Depto. Biol. Cel. y Gen., 
Fac. de Med., Univ. de Chile. 

La afidicolina es una toxina fungica que ir-
hibe especificamente a la DNA polimerasa alfa. 
Recientemente se ha propuesto a esta droga co­
mo un eficiente agente inductor de crecimiento 
sincrónico, tanto en células animales como en 
vegetal es. Algunos autores han sugerido que 
este compuesto bloquearia a Ias células en la 
transición G-j - S. Sin embargo, ultimamente 
se ha publicado que también produciría acumula 
ción de células en la fase G2 dei ciclo. 

En el presente trabajo se ha estudiado el e-
fecto in-vivo de afidicolina en poblaciones de 
células meristemáticas asincrónicas y sincrôni^ 
cas de la raiz de Allium cepa L., a fin de ana 
lizar el efecto de esta droga sobre Ias distin 
tas fases dei ciclo proliferative. 

Los estúdios realizados en células asincróni^ 
cas muestran que afidicolina 60 uM en trata-
miento continuo, bloquea transitoriamente a Ias 
células durante la fase S, sin presentar prefe 
rencia por momento particular alguno dei perio 
do replicativo. 

El estúdio realizado en células meristemáti­
cas sincrónicas confirma el hecho que afidico­
lina inhibe especificamente la progresión de 
Ias células durante el período S. 

(Proyectos B1651-8423 U. de Chile; Convênio 
U . de Chile - C.S.I.C. Espana. 

ESTÚDIOS PRELIMINARES DE LA INTERACCION A ALTA TEMPERATU­
RA ENTRE RNA POLIMERASA DE T.THERMOPHILUS Y UN PROMOTOR 
HOMOLOGO. (Prel iminary s t u d i e s on t h e i n t e r a c t i o n a t 
high t e n p e r a t u r e of T. thermophilus RNA polymerase and a 
thermophi l ic promoter ) . Yafiez , L . , Davaqnino,J . , Gonzá -
l e z , B . y Veneqas,A. Labora tór io de Bioquímica, P o n t i f i -
c i a Universidad Ca tó l i ca de C h i l e . 

Trabajos gggvios han permi t ido a i s l a r y c a r a c t e r i z a r 
un gen de tRNA de 1\ thermophi lus . Además, se ha p u r i 
f icado l a RNA polimerasa de e s t a b a c t e r i a y se ha desa r ro 
l i a d o un s is tema de t r a n s c r i p c i ô n i n v i t r o . 

Con e l ob j e to de comprender e l proceso de expresiôn 
gênica a a l t a s tempera turas en e s t a s b a c t é r i a s t e r m o f í l i -
c a s , se ha i n i c i a d o un e s t ú d i o p re l imina r d e i paso i n i -
c i a i de l a t r a n s c r i p c i ô n , e l reconocimiento y l a i n t e r a c -
ción de l a RNA pol imerasa con un promotor t e r m o f í l i c o . 

El a n á l i s i s de e s t a e tapa se basa en e l ensayo de r e 
t enc iôn d e i complejo RNA polimerasa-DNA en f i l t r o s de n i -
t r o c e l u l o s a , u t i l i z a n d o unf ragmento de 900 pb que oon t i e 
ne í n t e g r o e l gen de tRNA y que ha s ido previamente 
marcado i n v i t r o con 3H-GTP y DNA pol imerasa I d e t c o l i . 
Los ensayos de uniôn se r e a l i z a r o n a 60°C y usando una r a 
zôn molar enzima: DNA de 5 0 : 1 . 

Se determino que l a uniôn de l a enzima a l DNA e s r á ­
pida y permanece e s t a b l e ha s t a por 30 minutos . La e spec i 
f i c idad de l a i n t e r a c c i ô n se ensayó incubando con KCl 
lOOmM y anal izando l a e s t a b i l i d a d d e i complejo en p resen­
c i a de Rojo Congo, para d i sc r imina r i n t e r a c c i o n e s no espe 
c í f i c a s . Un a n á l i s i s p re l imina r para a c o t a r l a reg ion 
d e l DNA que i n t e r a e t ú a con l a enzima se logro por mic ros -
copía e l e c t r ô n i c a y un enfoque más p r e c i s o por uso de en­
zimas de r e s t r i e c i ó n que co r t an en l a reg ion de l promotor. 
Se observo que l a uniôn e s t á d i r i g i d a especif icamente a 
l a reg ion d e l promotor de l gen de tRNA . Se sug ie re un 
f ac to r i ón ico en e s t a i n t e r a c c i ô n , e x i s t i e n d o c a r a c t e r í s ­
t i c a s s i m i l a r e s a l a union de l a enzima meso f l l i c a , aun -
que l a e s t a b i l i d a d d e i complejo a a l t a temperatura es mar 
cadamente d i f e r e n t e . Financiado por DIUC (U. C a t ó l i c a ) , 
Consejo Super ior de Ciênc ias (CONICYT) y PNUD-UNESCO. 

COMPARACION NO EVOLUTIVA DE CIT0CR0M0S C. (Non evolu­
tive comparison between cytochrome C of different 
species). Maria Pieber. Biofísica. Facultad de Ciên­
cias Físicas y Matemáticas. Universidad de Chile. 

Se evalOa y compara el número de diferencias amino-
addlcas de vários citocromos C con respecto al cito-
cromo C del hombre con las distancias de dislmilitud 
química am1noac1d1ca y de codones. De esta comparaciõn 
resulta una correlacifln lineal similar, tanto a nivel 
de sustldones aminoacldlcas como de codones. La pen 
dlente de las rectas Indica que los câmbios aminoacidi 
cos observados y aquellos mSs probables a nivel de co­
dones son en promedio d n c o veces mas disimilares, que 
s1 todas las sustitudones observados hubiesen sido 
exacta y quimlcamente más similares. La constância con 
la calidad química promedio para las substiciones obseji 
vadas y la de codones estimada a lo largo de todas las 
espedes de citocromos anallzados, no permite visuali­
zar un mecanismo evolutivo molecular para el citocromo. 
Más afln, si los diferentes citocromos C se comnaran en 
términos de la slmiHtud química global de toda la se-
cuenda lineal, se puede establecer claramente que es­
tas diferencias no correladonan con el número de dife­
rencias, con respecto al citocromo hombre sino mas bien 
con el número de resíduos que constituyen los diferen­
tes citocromos. Esta nueva correlaciSn plantea la po-
s1b1Hdad de generadõn Independiente de citocromos. 


