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Conferencia

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

Farias, R.N. Instituto Superior de Inves-
tigaciones Biologicas, Departamento Bio-
quimica de la Nutricidn (CONICET-
UNT), Chacabuco 461. San Miguel de
Tucuman, 4000, Tucuman, Argentina.

Increasing and conclusive evidence has been
gathered showing that cooperative transi-
tions of the activity of a given enzyme
could be correlated to changes in the
“conformation” or ‘“state” of the protein
involved. The determination of this kinetic
parameter in membrane-associated enzymes
might give some clues as to how these
enzymes are regulated by the membrane.
This information may also indicate whether
some changes in membrane structure take

place under special conditions. Modulation
of the allosteric transitions of membrane-
bound enzymes through changes in bacte-
rial or mammalian membrane lipid compo-
sition has been reviewed (Farias et ali,
1975). The potential methodological im-
portance of the measurements of coopera-
tive transitions of membrane-bound en-
zymes as a natural probe of membrane
conformation was suggested. In this con-
text, it appears that the regulation of
membrane-bound cooperative enzymes
would serve as a useful tool for studying
the physiological events that may lead to
changes in membrane systems (Farias,
1980). In this work we offer biochemical
evidence regarding a new molecular
approach to the action of several hormones
in vitro and in vivo on the membrane fluidity
through studies on membrane enzymes.
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COOPERATIVE INTERACTIONS IN HEXO-

KINASE D (“GLUCOKINASE”): KINETIC
AND FLUORESCENCE STUDIES.
(Interacciones cooperativas en la hexo-
quinasa D (“glucoquinasa’): estudios ci-
néticos y de fluorescencia).
Maria Luz Cdrdenas, Eliana Rabajille,
Ian P. Trayer and Hermann Niemeyer.
Departamento de Biologfa, Facultad de
Ciencias Badsicas y Farmacéuticas, Uni-
versidad de Chile, Casilla 653, Santiago,
Chile, and Department of Biochemistry,
University of Birmingham, P.O. Box
363, Birmingham B15 2TT, England.

The hexokinases are a group of isoenzymes
catalysing the phosphorylation of glucose
by ATP. One of them, hexokinase D,

commonly known as glucokinase, has a
crucial role in glucose homeostasis and may
be the sensor relating ambient glucose to
insulin secretion. It occurs only in hepa-
tocytes, where it is the predominant iso-
enzyme, and in pancreatic islets. Liver and
pancreatic hexokinase D have positive coo-
perativity with respect to glucose, a cha-
racteristic that supports the presumed
physiological role of the enzyme,

The molecular interpretation of the coope-
rativity poses some problems, as hexo-
kinase D is a monomeric protein with only
one active site to which classical equi-
librium models of cooperativity cannot be
applied. In an attempt to understand the
kinetic cooperativity of hexokinase D at a
molecular level, we have studied the effect
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of different assay conditions on the coope-
rativity and the kinetic behaviour with
different sugar substrates.

Hexokinases D displays positive coope-
rativity with mannose with the same ny
values (1.5-1.6) as with glucose, but higher
Ky .5 values (8 mM at pH 8.0 and 12 mM at
pH 7.5) In contrast, fructose and
2-deoxyglucose exhibit Michaelian ki-
netics. Although previously there was ge-
neral agreement that hexokinase D (glu-
cokinase) shows a very low activity with
fructose by comparison with the other
animal hexokinases, we have found that
fructose is relatively no better as a subs-
trate for the other mammalian hexokinases
than it is for hexokinase D. Fructose,
mannose, 2-deoxyglucose and N-acetyl-
glucosamine acted as competitive inhibitors
of glucose phosphorylation and decreased
the cooperativity with respect to glucose,
fructose being the most efficient. Ga-
lactose, which is neither a substrate nor an
inhibitor, was unable to decrease the coo-
perativity, thus ruling out an unspecific
effect of the other sugars, such as an
increase of viscosity. These and other re-
sults are discussed on the basis of a
slow-transition model, which assumes that
hexokinase D exists mainly in one con-
formational state (E;) in the absence of
ligand and that the binding of glucose
induces a conformational transition to Ejj.
This new conformation would have a
higher affinity for the sugar substrates and
a higher catalytic activity than Ejj. Coope-
rativity would result from shifts of the
steady-state distribution between the two
enzyme forms as the sugar concentration
increases. The inhibitors would suppress
the cooperativity with respect to glucose
by inducing or trapping the E;; confor-
mation. The different kinetic behaviour of
hexokinase D with the different sugar
substrates would be the consequence of
differences in the velocities of the confor-
mational transitions induced by the sugar
substrates. Glycerol, which at concen-
trations over 20% suppresses the coope-
rativity with a decrease in maximal velocity
and K 5, would stabilize the E{; form or
an equivalent.

The binding of glucose to the enzyme
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increases the native fluorescence of he-
xokinase D by about 15%. The corres-
ponding equilibrium binding curve is hy-
perbolic, supporting the kinetic origin of
the cooperativity with respect to glucose.
Glycerol also enhances the native fluores-
cence of hexokinase D, in agreement with
the hypothesis that glycerol modulates the
equilibrium between E; and E;;. Fluores-
cence studies at different temperatures
supports the existence of different con-
formations of the apoenzyme.

SOLVENT ISOTOPE EFFECTS ON THE HE-
XOKINASE IV REACTION: EVIDENCE FOR
THE MNEMONICAL INTERPRETATION OF
THE KINETIC CO-OPERATIVITY.

(Efectos del solvente isotOpico en la
reaccion de la hexoquinasa IV; pruebas
para la interpretacidon mnemonica de la
cooperatividad cinética).

Athel Cornish-Bowden and Denise
Pollard-Knight, Department of Bio-
chemistry, University of Birmingham,
P.O. Box 363, Birmingham BI15 2TT,
England.

Several groups of workers have found that
hexokinase IV (“glucokinase’) displays po-
sitive kinetic co-operativity with respect to
one substrate, glucose, at high concen-
trations of the other, MgATP. It nows
seems clear that the co-operativity is a
consequence of the existence of multiple
conformational states of the free enzyme
that are not at equilibrium under steady-
state conditions. Any perturbation of the
relative stabilities of these conformational
states might be expected to perturb the
co-operativity, and for this reason we have
examined the effect of replacing the sol-
vents 'H, by 2H, O.

In pure 2H, O the positivity co-operativity
with respect to glucose disappears, and
indeed is converted into negative co-opera-
tivity. The reaction is about 30% slower in
2H, 0O than 'H, O at high concentrations of
both substrates, typical of the behaviour of
other systems but there is a substantial
inverse isotope effect at low glucose but
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high MgATP concentrations, i.e. the reac-
tion is about 3.5 times faster in ? H,O than
in 'H,O under these conditions. In con-
trast to the behaviour with respect to
glucose, the enzyme obeys Michaelis-
Menten Kkinetics with respect to MgATP in
both solvents.

An inverse isotope effect as large as 3.5 is
unusual, and in the case of hexokinase IV it
was entirely unexpected. Nonetheless, it
can be rationalized in terms of the mnemo-
nical mechanism proposed previously as an
explanation of the kinetic co-operativity in
'H, O. One way of describing this copera-
tivity is to say that the reaction is slower at
low glucose concentrations than one would
expect from the rate at high concentra-
tions: the mnemonical explanation of this
is that the highly reactive form of free
enzyme released at the end of the catalytic
cycle can only manifest its high reactivity if
it encounters a glucose molecule and con-
verts it into products before it has time to
relax to the more stable form; this is likely
to happen only at high concentrations of
both substrates. If the equilibrium is per-
turbed, however, so that the enzyme form
released at the end of the catalytic cycle
ceases to be the less stable, no such effect
will be possible and the unexpectedly slow
reaction at low glucose concentrations will
not be seen.One can gain additional infor-
mation about the nature of an isotope
effect by making a “proton inventory”, i.e.
by studying the kinetics in mixtures of
'H, O and 2H, O. In the case of hexokinase
IV the dependence of rate on the mole
fraction of 2H, O is markedly non-linear, so
that although the rate for 0.25 mM glucose
and 4.3 mM MgATP is 2.4 times faster in
2H, O than in 'H, O, it is only 1.2 times
faster in an equimolar mixture of the two.
This marked curvature eliminates certain
simple explanations of the isotope effect,
but it does not, unfortunately, discriminate
between some more realistic possibilities
that are more obviously of relevance to the
hexokinase 1V reaction. In particular, the
results would be consistent not only with
stabilizing of one form of free enzyme, as
suggested above, but also with an increase
in 2H, O of the rate constant for binding of
glucose to the other form in 2H, O.
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CHEMICAL MODIFICATION AND STRUCTURE
OF THE ACTIVE SITE OF PYRUVATE KI-
NASE.

(Modificacibn quimica y estructura del
sitio activo de la piruvato-quinasa).
Jaime Eyzaguirre. Laboratorio de Bio-
quimica. Departamento de Biologia Ce-
lular, Facultad de Ciencias Bioldgicas.
Pontificia Universidad Catoélica de Chile,
Santiago, Chile.

Important advances have been made in recent
years in the elucidation of the structure of
pyruvate kinase. Muirhead and co-workers
(1) using X-ray diffraction, have established
the three-dimensional structure of the cat
muscle enzyme at 2.6 A resolution. The
primary structure is known for yeast (2)
and chicken muscle (3) pyruvate kinases;
the first has been established by sequencing
the enzyme gene, while the second by
sequencing the cDNA corresponding to its
mRNA. An important aspect in the study of
the mechanism and function of pyruvate
kinase is to establish the location of the
active site of the enzyme and the amino
acid residues participating in substrate
binding and catalytic activity. Johnson et
al. (4) have specifically labeled the bovine
muscle enzyme with trinitrobenzene-
sulfonic acid and have sequenced a TNP-
peptide.

Work performed in our laboratory with the
rabbit muscle enzyme has shown the par-
ticipation of an arginine residue in the
binding of phosphoenolpyruvate by che-
mical modification with butanedione (5).
More recently, dialdehyde-ADP (0 ADP) has
been used as an affinity label of the
enzyme (6).

oADP irreversibly inactivates pyruvate ki-
nase. The inactivation reaction is first-order
with respect to oADP and follows satura-
tion Kinetics, indicating that the enzyme
first forms a reversible complex with the
inactivator. ADP and ATP, especially in the
presence of Mg'? protect very strongly
againts inactivation, while PEP and pyru-
vate are less effective. oADP is not a
substrate of pyruvate kinase but behaves as
a competitive inhibitor. Using ! * C-0ADP,
it was shown that the enzyme binds 6-7
oADP molecules per subunit, indicating
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that a considerable amount of non-specific
binding occurs.

If the enzyme is pre-incubated with cold
oADP in the presence of high concen-
tration of ATP, dialyzed and incubated
with '4 C-0ADP, the enzyme is inactivated
and only one oADP molecule incorporates
per sub-unit. After reduction and car-
boxymethylation, the modified enzyme was
treated with trypsin, and the digest was
subjected to gel filtration. The purified
labeled peptide was sequenced, and a
sequence identical to the first 26 residues
of the peptide isolated by Johnson et al.
(4) was obtained.

An identical sequence can also be found in
the chicken muscle enzyme, and a region of
high homology is also present in the yeast
enzyme. The fact that this region is highly
conserved from low eukaryotes to mam-
mals is an additional indication that it is
located in a site essential for catalysis.
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ALLOSTERIC REGULATION AND AGGRE-
GATION STATES OF E. COLI PHOSPHO-
FRUCTOKINASES.

(Regulacion alostérica v estados de agre-
gacion en fosfofructoquinasas de E.
coli).

Victoria Guixé' and Jorge Babul* . ' De-
partamento de Biologia y 2 Departamen-
to de Quimica, Facultad de Ciencias Ba-
sicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile, Casilla 653, Santiago, Chile.

Enzyme catalyzed reactions are regulated
by modulation of key reactions that con-
trol metabolic fluxes. One of the main
modes of regulation is the control of the
activity of a given amount of enzyme
through several types of mechanisms.
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Between these are the conformational
changes that alter the interactions between
polypeptide chains, that change the en-
zyme aggregation state, or both. These
changes are the result of binding of small
molecules such as substrates or effectors,
and have been shown to be of special
importance in the regulation of enzymes
composed of several polypeptide chains. At
a physiological level it is likely that the
picture is more complex and combinations
of regulatory mechanisms such as confor-

mational changes and polymerization-
depolymerization reactions would take
place.

Because of the structural complexity of
regulatory enzymes, knowledge of the re-
lationship between their structure and
function is far from complete. Such is the
case with phosphofructokinase, an enzyme
considered crucial for the regulation of
glycolysis since it catalyzes the first unique
step of the pathway and, as expected, is
regulated by several effectors (1). The
enzyme from several sources has been
characterized and show a variety of regu-
latory properties. The wild type strain of E.
coli contains two phosphofructokinases
(Pfk). Pfk-1, the main isozyme, is an
allosteric enzyme which shows coope-
rativity with respect to fructose-6-P, while
the minor isozyme, Pfk-2, presents hyper-
bolic kinetics (2). Strains with the pfkBI
mutation contain increased levels of Pfk-2
and strains with a closely linked mutation,
pfkB10, generate a more labile enzyme,
Pfk-2*. Double multants, pfkBI pfkBI10,
present high levels of the variant enzyme.
The in vivo function of Pfk-2 is not known.
However, the presence of high levels of this
isozyme in strains lacking Pfk-1 restores
growth on sugars and does not cause
growth abnormalities. On the other hand,
strains with high levels of Pfk-2* are
markedly impaired in their growth on
glycerol and other gluconeogenic carbon
sources (3).Characterization of Pfk-2 and
Pfk-2* shows that they have different
kinetic features. Both enzymes present an
ordered sequential mechanism with a diffe-
rent order of addition of substrates and
release of products (4). Furthermore, the
enzymes behave differently towards ATP,
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an inhibitor of the majority of the
phosphofructokinases studied and consi-
dered of importance for its regulation. At
subsaturating fructose-6-P concentrations,
MgATP only inhibits Pfk-2. This effect
diminishes upon increasing the fruc-
tose-6-P concentration, decreasing the pH
of the reaction mixture or using other
nucleotides instead of ATP. Free ATP
inhibits Pfk-2 and Pfk-2* and acts as a
competitive inhibitor with respect to the
substrate MgATP in both cases.

Zonal sedimentation experiments in su-
crose density gradients of Pfk-2 solutions
show that the enzyme can be present as a
dimer or a tetramer depending on relative
concentrations of MgATP, free ATP and
fructose-6-P. In conditions under which
Pfk-2 is inhibited, low fructose-6-P and
high MgATP concentrations, the enzyme is
present as a tetramer. As the fructose-6-P
concentration is raised, the inhibitory
effect of MgATP is abolished and the
enzyme is converted to a dimer. However,
at inhibitory concentrations of free ATP
the enzyme is a dimer. On the other hand,
Pfk-2* is a dimer in all conditions studied.
These results suggest the presence of a
regulatory site for MgATP in Pfk-2 which is
affected in Pfk-2* as a consequence of the
pfkBI10 mutation, Furthermore they
suggest that the MgATP inhibition of Pfk-2
is related to the prevalence of a tetrameric
aggregation state. Possibly, Pfk-2* is not
able to polymerize into a tetramer because
of the alteration in its regulatory site for
MgATP. (Financiado por Universidad de
Chile, Proyecto B-1368 y B-1998; Fondo
Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecno-
l6gico, Proyecto 0255; PNUD-UNESCO
CHI 81/001 y O.E.A)).
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THE SYSTEMIC THEORY OF CONTROL. (La
teoria sistémica del control).
Henrik Kacser. Department of Ge-
netics, University of Edinburgh, Edin-
burgh EH9 3JN, Great Britain.

The interdependence of all reaction steps
within a cell or organism has the con-
sequence that the rate of one enzyme
catalyzed reaction is affected by its
neighbours and through these by all the
enzymes in the system. It is therefore in
principle impossible to make assertions
about the control which one step exercises,
even if the complete algebraic formulation
for that step is available. Even the fullest
information on all steps (hardly possible in
practice) would only result in a very large
set of simultaneous non-linear equations to
which there is no analytical solution.

The theory avoids this problem by conside-
ring the responses of each rate to pertur-
bations of the molecular concentrations
while it is embedded in the whole system.
It defines Elasticity Coefficients for each
rate

v; 0 lnv,

Mj ) lnMj

There as as many elasticity coefficients for
rate v; as there are participating molecules,
M;. When these rates are coupled to each
other into a system, the combination of the
elasticity coefficients generate systemic res-
ponses, the Control Coefficients,

CFi a]nFi
C.g. = —_—
g E; 3 InE,

Such dimensionless numbers give a quanti-
tative measure of how a system flux, F;, is
controlled by an enzyme E;. The relative
values of control coefficients give the dis-
tribution of control in the system. This
distribution is constrained by the flux
summation property,

¥.
2 cl =1
=1

Experimental methods, using modulation
methodologies, are available to determine
both elasticity and control coefficients.
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CHAOTIC RESPONSE OF A GLYCOLYTIC MO-
DEL SYSTEM. (Respuesta caética de un sis-
tema glicolitico modelo).

Mario Markus and Benno Hess. Max-
Planck-Institut fiir Erndhrungsphysio-
logie, Rheinlanddamm 201, 4600
Dortmund 1, FRG.

A glycolytic model containing detailed rate
laws for the enzymes phosphofructokinase
and pyruvate kinase reveals a rich variety of
time patterns when the substrate input flux
is changed periodically [1,2]. These
patterns may be periodic, quasiperiodic or
chaotic. Upon slow variation of the ex-
ternal flux parameters (amplitude and fre-
quency), we found conditions at which the
response of the system is described by
several hysteresis loops nested into each
other. Under such conditions, the system
acts as a complex memory device, where
several time patterns —we found up to four
of them— may occur under the same values
of the external parameters and may be
switched from one to another by short
substrate pulses.

The model system is described by two time
dependent phase variables x; and x,. x,
and x, may be two metabolite concen-
trations, for example. A three-dimensional
plot with the coordinates x,, X, and t
yields trajectories screwing their way into
infinity in the t-direction. A plot with the
coordinates x;, X, COSw, t and x,sinw,t,
where w, is the external frequency, yields
a finite graphic display. In this represen-
tation, periodic solutions appear as closed
curves, while chaotic solutions randomly
fil up a well defined attractor. A cut
through this attractor with a plane defined
by t= (¢ + 27n)/w., for a given phase ¢
and n= 1,2,3,..., yields a stroboscopic
portrait of the solution. Upon variation of
¢, the stroboscopic portrait of a chaotic
solution displays a transformation con-
sisting of stretching, folding and pressing of
the attracting region.

Chaos obeying the stretch-fold-press trans-
formation, as well as a variety of periodic
time patterns, were recently verified experi-
mentally in the theoretically predicted ran-
ge of external parameters by measurements
of NADH fluorescence in extracts of ba-
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ker’s yeast (M. Markus, D. Kuschmitz and
B. Hess, in preparation).

The significance of these results in the
understanding of biological time patterns
will be discussed.
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ROLE OF THE DIANIONIC FORM OF THE

NUCLEOTIDE 5° LAST PHOSPHATE IN CA-
TALYSIS, REGULATION, AND POLY-
MERIZATION PROCESSES. (Rol de la forma
dianionica del fosfato terminal 5’ del nucleétido
en procesos de catélisis, regulacién y polime-
rizacion).
Octavio Monasterio and Serge N. Tima-
sheff. Departamento de Biologfa, Facul-
tad de Ciencias Basicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile and Graduate De-
partment of Biochemistry, Brandeis Uni-
versity.

Regulation of the metabolic processes by
nucleotides has been extensively studied.
Thus, the involvement of cyclic nucleotides
(cAMP) in cascade mechanisms of regu-
lation, covalent modification (phospho-
rylation, adenylylation) and allosteric
effectors (ATP, GTP, CTP, AMP, etc.), are
usually reported in the literature. However,
the role of the different parts of the
nucleotide molecule in these processesis
poorly understood. Two experimental
approaches have been introduced in order
to know about the active conformation of
the nucleotides that interacts with the
binding site of a protein: nuclear magnetic
resonance spectroscopy and the use of
stable metal complexes of some nucleoside
triphosphates (ATP and GTP). These two
approaches have been useful to determine
the location of the metal in the active
complexes of the enzymes and the me-
chanisms of the substitution reactions on
phosphorus (1,2). However, these types of
studies have not directly allowed to study
the role of the negative charges of the
nucleotide on its mechanism of action. In
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order to know the role of the negative
charges of the last phosphate of the nu-
cleotide, the hydroxyl group has been
substituted by a fluorine atom. Since the
fluorine atom is smaller than the hydroxyi
group (Van der Waals radii 1.35 A and 2.20
A respectively) the binding of the subs-
tituted nucleotide should not be hindered
sterically: differences in behavior could be
rather due to the higher electronegativity
of the fluorine atom. A consequence of this
is the lower affinity constant of the fluo-
rinated analog for divalent cations
(GTP-Mn Kas. = 151,000; GTP F-Mn
Kas. = 6,100). 5’-fluorosphosphate analogs
of nucleotides seem to mimic nucleotides
with one hydrogen on the phosphate chain.
These fluorophosphate derivatives have
been used to study the nucleotide me-
chanism of action in hexokinases, myosin
(ATPyF), glycogen phosphorylase b
(AMP«F) and elongation factor G (GTPyF).
These analogs act as competitive non-
hydrolyzable inhibitors.

Tubulin polymerization and other rever-
sible associations of macromolecules are
regulated by GTP (3,4). In order to study
whether tubulin polymerization requires
the dianionic form of GTP, we studied the
effect of GTPyF on the polymerization
process. GTPyF was a competitive inhibitor
of the GTPase activity of tubulin-colchicine
complex and it stopped the polymerization
process during the course of reaction and
no depolymerization occurred. This indi-
cates that GTPyF has access only to the
nucleotide exchangeable site of the free
tubulin dimer. Tubulin has one mole of
magnesium tightly bound per mole of
dimer. In order to know whether the
inhibitory effect of GTPyF was due to the
release of the metal, we replaced mag-
nesium per manganese (a paramagnetic ion)
and we followed the paramagnetic effect of
manganese on the fluorine NMR signal
from the GTPyF-tubulin-metal complex. In
this way we determined the location of the
metal site respect to the nucleotide site.
Longitudinal and transversal relaxation ti-
mes measurements of the ' ® F-NMR signal
allowed us to determine that the distance
of the manganese site to the fluorine atom
was between 5 to 8 A. From these studies
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we concluded that the presence of the
dianionic form of the last phosphate of the
metal-GTP complex is essential to stimulate
the polymerization of tubulin. Further-
more, these findings and the cases men-
tioned above suggest a general requirement
of the dianionic form of the last phosphate
in the 5-phosphates chain for the me-
chanism of action of nucleotides in cata-
lysis, regulation and polymerization of pro-
teins. (Supported by NIH Grants Nos. GM
14603 and CA 16707).
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CONCURRENCE OF MULTIPLE MECHANISMS

IN THE REGULATION OF ENZYME AC-
TIVITY. (Concurrencia de mecanismos mil-
tiples en la regulacion de la actividad enzi-
matica).
Hermann Niemeyer, Departamento dc
Biologia, Facultad de Ciencias Basicas y
Farmacéuticas, Universidad de Chile, Ca-
silla 653, Santiago, Chile.

Since the initial discovery in the middle
fifties of the principal mechanisms for
enzyme regulation the capacity of some
enzymes to integrate a great amount of
metabolic information has been recognized.
In reality the modulation of enzyme acti-
vity involves a complex network of in-
teractions operating in opposite or com-
plementary manner.

A primary mechanism of modification of
enzyme activity is the concentration of
substrates and cofactors of the catalyzed
reaction. In most enzymes of putative
significance for the regulation of a metabo-
lic pathway, commonly called “regulatory
enzymes’’, the dependence of activity upon
substrate concentration departs from the
classic hyperbolic MichaelissMenten function
and cooperativity (positive or negative) is
apparent. The saturation function with
substrate for several of these enzymes is
represented to a good approximation by
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the -equation v=YV s /(Kohs + Sh)

although some of them display more com-
plicated kinetics. K, 5 is the concentration
for half-maximal velocity (V), and & is the
Hill coefficient, used operationally to ex-
press the degree of cooperativity. Such
regulatory enzymes are often oligomeric
proteins with several interacting sites. In
addition to the catalytic sites, they are
provided with regulatory or allosteric sites
that specifically bind metabolites that mo-
dulate enzyme activity. Occasionally the
allosteric effector is a substrate or product
of the reaction. Allosteric sites are ge-
nerally located in the same subunit res-
ponsible for the catalysis, although in a few
cases there are special regulatory subunits.
The action of regulatory effectors (acti-
vators, inhibitors) results generally in chan-
ges of the enzyme affinities for the substra-
te(s) through modifications in K, s and h.
Of greatest interest is the pattern of deli-
cate interplay of substrates and modifiers,
in such a way that algebraic addition,
synergism or antagonism of effects may be
observed in kinetic and/or binding expe-
riments. For example, allosteric inhibitors
act as competitive inhibitors inasmuch as
their effects are counteracted by increasing
substrate concentrations. Although they do
not compete for the same site, they are
mutually exclusive. Activators and inhi-
bitors operate similarly to determine a
particular level of activity at a given ratio
of ligand concentrations. It is accepted that
the interaction of the enzyme with a ligand
influences the interaction with other ligand
and that this is accomplished through
conformational changes of the enzyme
protein.

In addition, the response of enzyme acti-
vity to a particular set of ligand concen-
trations depends in many cases on the
covalent modification of the enzyme
through the action of converter enzymes
that are themselves receptors of regulatory
signals. The converter enzymes can amplify
these signals by acting in cascade upon the
substrate enzymes, which may be other
converter enzymes. The modified enzyme
and the original form differ in their affi-
nities for substrates, cofactors and allos-
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teric effectors. Conversely, the extent and
rate of enzyme modification, i.e., the sus-
ceptibility to covalent modification, is
often a function of the relative concen-
trations of the several ligands. In general,
covalent modification and allosteric effec-
tors act complementarily in the sense of
obtaining either an augmented or a de-
creased activity at non-saturating con-
centrations of the substrate(s).

In multiceliular organisms the steady state
of the original and modified forms of
interconverted enzymes through phos-
phorylation-dephosphorylation is a func-
tion of hormonal equilibria and nervous
command, and thus the integrative endo-
crine and nervous systems participate in the
regulation of metabolism. Typically,
glucagon and catecholamines promote
phosphorylation by means of adenylate
cyclase or Ca?*-dependent mechanisms, and
insulin antagonizes their actions.

The concurrence of diverse mechanisms of
regulation on a single enzyme, with com-
plex and coherent interactions, leads to a
flexible and effective regulation of the
enzyme activity. A given set of conditions
favours the activation and other set the
inhibition and the possibility is given to
establish different intermediate states of
activity smoothly and continuously, which
may be representative responses of the cell
to its environment.

Another mechanism operating upon en-
zymes and to which a role in the control of
metabolic fluxes is often assigned refers to
changes in the concentration of the enzyme
protein. It is well documented that several
enzymes decay under given circumstances
(repression, deinduction) and increase (in-
duction) under others. The mechanisms of
these changes are rather well understood in
bacteria, especially when related to the
control of the modification of rates of
synthesis of enzymes. Less is known in
relation to protein degradation. In euca-
ryotes the subject appears more compli-
cated and the progress is slow. It has been
shown that changes in concentration of
some enzymes are related to modifications
in the rate of synthesis, which correlates
with levels of specific mRNA, but the
mechanism of such control is not well
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understood. The levels of other enzymes
appear to result from major changes in
their rates of degradation. Finally, enzyme
levels are not infrequently, the result of the
interplay of changes in the rate of synthesis
and degradation. Whichever the mechanism
may be, it appears that enzymes whose
levels are drastically modified after mani-
pulations of the diet or the endocrine
system are the same enzymes that are the
subject of a plurality of mechanisms to
control their activities. One is tempted to
speculate that enzymes that are modified in
their conformation through non covalent
or covalent interactions may serve as
regulatory signals for their synthesis and/or
degradation. The changes in the amount of
enzymes are rather slow as compared to
regulation of activities and therefore pro-
bably not an efficient mode of control of
the flux of a given metabolic pathway.
However, they may represent a mechanism
for a better distribution of the cell material
in order to avoid the maintenance of
unused enzymes, on one hand, and to
permit an increase of enzymes actively
used, on the other.

The superimposition upon the regulatory
enzymes of multiple mechanisms makes it
difficult the analyze each action separately
and to understand its exact contribution to
the modulation of the enzyme activity.
Even more difficult appears the evaluation
of the participation of such multi-
modulated enzymes on the regulation of a
metabolic pathway within the cell. At
present, several attempts are made from
theoretical and experimental approaches to
have a better insight on this problem. The
application of non invasive methodologies
perhaps gives some insight into some of the
problems. On the other hand, theoretical
treatments of the metabolic network may
put some order on our views of it, and may
suggest new experimental approaches to
test the models that will appear. Many of
these aspects of metabolic regulation are
treated in depth during the Symposium and
some of the main contributions will be
discussed.

(Supported by Departamento de Investiga-
ciébn y Bibliotecas, Universidad de Chile,

R-51

Fondo Nacional de Ciencias and by the
Organization of American States).

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 Olavarria. Instituto de In-
vestigaciones Bioquimicas. Fundacién
Campomar, Buenos Aires, Argentina.

Glucokinase is a monomeric enzyme that
displays atypical kinetics, characterized by:
a) kinetic cooperativity with some gluco-
sidic substrates, &) a hyperbolic saturation
function with MgATP that modulates coo-
perativity for glucose, and ¢) at the lowest
concentration of MgATP it seems that the
positive cooperative becomes negative.

In a previous paper Olavarria et al. (1)
proposed a model (I) that reproduces
characteristics @ and b but never ¢. Some
other models of increasing complexity were
studied. The second model discarded (II)
was that of Meunier et al. (2). These
authors indicate that with this model the
second substrate has no effect on the
extent of cooperativity of the first.
However when observations were only per-
formed at substrate concentrations around
Ko 5 it is possible to observe a reduction
on ny correlative to the reduction of the

second substrate, but values lower than |
were never obtained. The next model stu-
died (II1) was similar to model I but it is
considered that only the higher affinity
enzyme conformer is catalytically active.
Under this conditions the value of the
velocity of conformational equilibrium
between both enzyme substrate species (o)
can change the cooperative behaviour, from
negative to positive, If the second substrate
modifies « it is possible to reproduce the a,
b and ¢ characteristics of glucokinase.

An additional conclusion resulting from
this work is that theoretical results must be
specially focused to experimentally
attainable conditions.
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METABOLIC CONTROL OF GLUTAMINE

SYNTHETASE IN E. COLIL (Control metabo-
lico de la glutamina-sintetasa en E. coli).
Sue Goo Rhee, P. Boon Chock and Earl
R. Stadtman. Laboratory of Bio-
chemistry, National Heart, Lung, and
Blood Institute, National! Institutes of
Health, Bethesda, Maryland 20205,
US.A.

Glutamine synthetase which links the assi-
milation of NH3 with biosynthetic
pathways leading to the formation of
protein, nucleic acids, complex poly-
saccharides and various coenzymes is a
strategic target for rigorous cellular control
in enteric bacteria (1). The control me-
chanism utilizes several different basic prin-
ciples of cellular regulation including: (i)
cumulative feedback inhibition by multiple
end products of glutamine metabolism (1);
(ii) divalent cation mediated confor-
mational changes in glutamine synthetase
(1); (iii) repression and derepression of
glutamine synthetase synthesis in response
to availability of ammonium nitrogen (2);
and (iv) metabolic interconversion of glu-
tamine synthetase between covalently mo-
dified (inactive) and unmodified (active)
forms. Together these diverse mechanisms
provide the flexibility needed for effective
regulation of the enzime.

The metabolic interconversion of glutamine
synthetase involves two nucleotidylation
cycles (3), namely, the uridylylation-
deuridylylation cycle of a regulatory pro-
tein, Py;; and the adenylylation-
deadenylylation cycle of glutamine syn-
thetase; the first cycle is catalyzed by
uridylyltransferase-uridylyl-removing en-
zyme and the latter cycle by adenylyltrans-
ferase. Our studies have revealed that the
interconversion between adenylylated and
unadenylylated forms of glutamine synthe-
tase is a dynamic process and that for any
given metabolic condition, a steady state is
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established for the state of adenylylation of
glutamine synthetase, Since the fluctua-
tions in the concentrations of metabolites
are sensed by means of multisite inte-
ractions of the bicyclic cascade enzymes
with these allosteric effectors, any change in
the allosteric effectors concentration will
lead automatically to changes in the rela-
tive activities of the converter enzymes,
thereby the state of adenylylation of glu-
tamine synthetase is adjusted accordingly.
With this regulatory mechanism, the state
of adenylylation of glutamine synthetase
can be varied smoothly and continuously
over a wide range in response to metabolic
demand. Theoretical analysis revealed (3)
that, in addition to their capacity to
integrate a vast amount of metabolic infor-
mation, cyclic cascades can serve as signal
amplifiers, and they can elicit a cooperative
type of response to increasing effector
concentrations. These predictions have
been confirmed in in vitro experiments
by using purified components of the glu-
tamine synthetase cascade (4) as well as in
in vivo experiments by using permeabilized
E. coli cells (5).

Interestingly, the converter enzymes in
both nucleotidylation cycles are single
polypeptides catalyzing two opposing reac-
tions (6, 7). Detailed mechanistic studies
on the adenylyltransferase (4) show that
modulation of this enzymic activity in-
volves a complex network of synergistic or
antagonistic interactions between ligands
and that the extent of modulation by a
given effector is dependent upon the pre-
sence of other ligands. In addition, the data
reveal the advantage of associating two
opposing enzymic activities in one poly-
peptide. It enhances the sensitivity in
response to the changes in the concentra-
tion of a given effector which can bind to a
single site on the bifunctional enzyme
causing an opposite effect on the two
enzymic activities. This type of advantage
is particularly useful in cyclic cascade sys-
tems because the net effect of activating
the covalent modification step and inacti-
vating the demodification reaction is to
further increase the fractional modification
of the interconvertible enzyme and vice
versa.
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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. Institute for Enzyme
Research, Madison, WI 53705, U.S.A.

2,5-Anhydro-D-mannitol (2,5-AM-ol) is an
analog of the g-furanose form of D-fructose
that lacks the C-2 hydroxyl and is thus
locked in the furan ring structure. In
hepatocytes isolated from fasted normal or
diabetic rats, 2,5-AM-ol inhibits gluco-
neogenesis from substrates that enter the
gluconeogenic pathway prior to fruc-
tose-1,6-bisphosphatase. 2,5-AM-ol pre-
vents hormonal stimulation of gluconeo-
genesis and the corresponding decrease in
lactate production from dihydroxyacetone.
Metabolite crossover analyses suggest that
the effect of 2,5-AM-ol is to activate
pyruvate kinase and also to stimulate phos-
phofructokinase-1 and/or to inhibit fruc-
tose-1,6-bisphosphatase but celiular fructo-
se-2,6-P, content is decreased. To define
more clearly the mechanism of action of
2,5-AM-ol on gluconeogenesis, the accumu-
lation of its phosphorylated metabolites,
2,5-AM-01-1-P and 2,5-AM-o0l-1,6-P, was
measured in hepatocytes metabolizing the
fructose analog, and the effects of the
2,5-AM-01 phosphates on rat liver
phosphofructokinase-1, fructose
1,6-bisphosphatase, and pyruvate kinase
were examined in vitro. Under near physio-
logical conditions, 2,5-AM-01-1-P is not as
good a substrate as fructose-6-P for purified
rat liver phosphofructokinase-1.
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2,5-AM-01-1,6-P, is a poor substitute for
fructose-2,6-P, as an activator of the en-
zyme, and at high concentrations, compa-
rable to those that accumulate in isolated
hepatocytes, it can act as a product inhibi-
tor. Rat liver fructose 1,6-bisphosphatase is
inhibited competitively by 2,5-AM-
ol-1,6-P, vs. fructose-1,6-P,, but the AMP
inhibition of fructose 1,6-bisphosphatase is
not potentiated by 2,5-AM-0l1-1,6-P,.
Pyruvate kinase activity is stimulated by
micromolar concentrations of 2,5-AM-
01-1,6-P, in a manner similar to that of

- fructose-1,6-P,. Prior treatment of hepa-

tocytes with 2,5-AM-ol does not alter the
glucagon induced decreases in the affinity
of pyruvate kinase for P-enolpyruvate and
for fructose-1,6-P, .

These data indicate that the effects of
2,5-AM-ol on gluconeogenesis result from
an accumulation of 2,5-AM-ol-1,6-P,
which can account for an inhibition of
fructose 1,6-bisphosphatase and an acti-
vation of pyruvate kinase and, further,
that this accumulation could overcome the
inhibition of pyruvate kinase by phospho-
rylation.

2,5-AM-01 decreases lactate formation and
tritiated water formation from [5-® H]-glu-
cose in hepatocytes metabolizing glucose,
indications that flux through phosphofruc-
tokinase is decreased. The inhibition by
2,5-AM-01 of glycolysis in isolated rat
hepatocytes is probably caused by inhibi-
tion of phosphofructokinase-1 via a decrea-
se of fructose-2,6-P,, product inhibition by
2,5-AM-01-1,6-P,, or a combination of
both.

CHEMICAL MODIFICATION OF THE
ALLOSTERIC SITES OF FRUCTOSE 1,6-BIS-
PHOSPHATASE. (Modificacion quimica de si-
tios alostéricos de la fructosa 1,6-bisfosfatasa).
Juan C. Slebe, Alejandro Reyes and Eli-
zabeth Hubert E. Instituto de Bioquimi-
ca, Facultad de Ciencias, Universidad
Austral de Chile, Valdivia, Chile.

The identification of essential residues
within the active and allosteric sites of
enzymes and other biologically active pro-
teins, by means of selective chemical
modifications, is of importance for unders-
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tanding the relationship between their bio-
logical activities and structures.

Fructose 1,6-bisphosphatase (Fru-P,ase)
catalyzes an essential step in gluconeoge-
nesis. Its activity is modulated by allosteric
inhibition by AMP, inhibition by both
fructose 2,6-bisphosphate (Fru-2,6-P,) and
high levels of fructose 1,6-bisphosphate
(Fru-1,6-P, ), and activation by univalent
cations such as K* or NH; (1). However, the
mechanism of action of these effectors is
poorly understood. Furthermore, the natu-
re of the inhibition by Fru-1,6-P, and
Fru-2,6-P, is controversial. The enzyme is a
tetramer with identical subunits and it
seems to have no single amino acid whose
modification completely eliminates the en-
zyme activity or sensitivity to AMP (2).

In an effort to understand the mechanism
of action of K* on the activity of neutral
pig kidney Fru-P,ase, the effect of the
cation on the substrate inhibition property
was studied. Potassium increased the
apparent Km for Fru-1,6-P, and decreased
the inhibitory effect of high concentrations
of substrate. At concentrations of
Fru-1,6-P, below 25 uM, the monovalent
cation became inhibitory.

The functional groups related to monova-
lent cations activation and substrate inhibi-
tion have been studied by chemical modi-
fication. Treatment of Fru-P,ase with
NaNCO leads to loss of activation by
monovalent cations as-well as to loss of
AMP inhibitions (3,4). The high substrate
inhibition was also affected and a K'
activation-substrate inhibition relationship
was proposed (3,5). The alteration of the
regulatory properties was dependent on the
modification conditions used. Significant
protection to the loss of K* activation and
decrease substrate inhibition was afforded
by the presence of Fru-1,6-P, (25 mM),
whereas AMP preferentially protected
against the loss of AMP inhibition.
Alteration of monovalent cations activation
showed biphasic first order Kkinetics and
two groups, namely R or L type, were
distinguishable based on their fast or siow
rates of reaction with cyanate. The rate of
reaction was followed as a function of pH
in order to determine the pK and the
pH-independent second order rate constant
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of these groups. These values
pKr= 7.2, pKy = 57, kg =
M-1s-1andk, = 35M~ 4~ ".

Two moles of ' * C-cyanate/mole of enzyme
were incorporated concomitantly with the
loss of K* activation (6). The carbamylation
waslreversible and corresponds with the
S—( C) carbamylcysteine isolated from
the modified enzyme (7). This confirms
that a reactive cysteine residue was involved
in both properties (K* activation and
Fru-1,6-P, inhibition) suggesting that K*
decreases the affinity of the enzyme for
Fru-1,6-P, at both the catalytic site and an
allosteric site for Fru-1,6-P,.

These results together with those reported
by several other laboratories will be dis-
cussed in terms of whether an allosteric site
for Fru-2,6-P, is present in Fru- P, ase.
(Supported by Grants RS-82-36, Direccion
de investigacion, UACH; CHI 81/001
PNUD-UNESCO).
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ISOTOPIC ANALYSIS OF GLUCOSE UTILIZA-
TION IN MICROINJECTED FROG OOCY-
TES. (Andlisis isotépico de la utilizacion de
glucosa en oocitos. microinyectados de rana).

Tito Ureta and Jasna Radojkovié. Depar-
tamento de Biologia, Facultad de Cien-
cias Bésicas y Farmacéuticas, Univer-
sidad de Chile. Casilla 653, Santiago,
Chile.

Microinjection of amphibian oocytes allows
the modification of intracellular levels of
substrates, intermediates, cofactors and en-
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zymes. Therefore, the system qualifies as
an in vivo test tube for the study of
metabolic pathways and of several features
of flux regulation. We have chosen oocytes
of the leptodactylid frog Calyptocephalella
caudiverbera to study glucose utilization by
means of isotopic analysis.

Use of glucose labeled with '4C— or *H—
at specific positions permits the conclusion
that oocytes utilize glucose mainly for
glycogen synthesis and to a lesser extent
for the pentose phosphate pathway (1,2).
Glycolysis, glycogenolysis and gluconeo-
genesis are not operative in these cells (2).
Several labeled intermediates (glucose-6-P,
glucose-1-P, fructose-6-P, UDPglucose), are
also incorporated into glycogen and, with
the exception of UDPglucose, they serve
also as precursors for the pentose phos-
phate pathway. Co-injection of labeled
glucose and any of the above mentioned
intermediates results in a marked decrease
of '*CO, production but no effect at all in
the case of glycogen deposition has been
observed. The opposite effect has been
observed by co-injection of labeled glucose
plus glucose-1,6-bis-P.

If [* % C] glucose is allowed to enter into the
cells from the incubation medium and
intermediates are microinjected, the effects
are quite different to those described abo-
ve: unlabeled glucose-6-P, glucose-1-P or
UDPglucose markedly decrease carbon in-
corporation both into glycogen and CO,.
However, fructose-6-P, while decreasing in-
corporation into CQ,, does not affect
glycogen labeling although it is a very
efficient substrate for polysaccharide depo-
sition.

In attempts to perturb carbon flux from
glucose to glycogen and CO, several co-
factors have been microinjected. NADP*
microinjection results in six— to ten-fold
stimulation of '*CQ, production sugges-
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ting that the pentose phosphate pathway
operation is limited by an unfavourable
NADP*/NADPH ratio (3). Carbon incorpo-
ration into glycogen in the presence of high
NADP* levels is decreased and the effect is
only partially explained by higher flux
through the pentose phosphate pathway.
NADP* effects are mimicked by phenazine
methosulfate but not by NADY nicoti-
namide, ATP, ADP or AMP.

Hexokinase levels are the lowest of those
carbohydrate-metabolizing enzymes pre-
sent in frog oocytes. To test its role as a
rate-limiting enzyme of glycogen synthesis
or of the pentose phosphate pathway,
microinjection of pure yeast hexokinase
was performed. When glucose was present
in the extracellular medium no effect of
hexokinase microinjection on either
pathway was observed. With microinjected
glucose however, a stimulatory effect of
hexokinase on !*CO, production and a
marked decrease of carbon incorporation
on glycogen was observed.

As a plausible explanation of these observa-
tions we suggest extensive compart-
mentation of the process of glycogen
synthesis. However, the possibility of al-
ternative pathways of glucose utilization
for polysaccharide synthesis and the pen-
tose phosphate pathway cannot be per-
functorily dismissed. (Supported by Depar-
tamento de Investigacion y Bibliotecas,
Universidad de Chile; Fondo Nacional de
Ciencias and by the Organization of Ame-
rican States).
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COEXISTENCIA DE MULTIPLES VARIANTES DE HISTONAS H2A, H3

y H4 EN ESPERMATOZOIDES DE TETRAPYGUS NIGER. (Coexisten
ce of multiple variants of histones H2A, H3 and H4 in

sperms of Tetrapygus niger. Ainol, L., Puchi, M., Ma -

ssone, R. e Imschenetzky, M. Depto. BioTogia Molecular,
Facultad Ciencias Biologicas y Recursos Naturales, ( U.

de Concepcidn).

La cromatina de espermatozoides de equinodermos estd
organizada en nucleosomas formados por dos pares de his
tonas H2A; H2B y de H3; H4 respectivamente rodeados de
146 pares de bases de ADN. En las regiones internucleo-
somales se encuentra la histona Hl1 interaccionando con
la particula nucleosomal y el ADN que une estas particu
las.

E1 andlisis electroforético bidimensional de histo -
nas totales de Tetrapygus niger en geles que contienen
urea-dcido acético-Tritdn DF-16 en primera dimensién y
urea-dcido acético-Tritdn X-100 en segunda dimensidn re
veld la presencia de tres variantes de histona H3, dos
variantes de histona H2B y 4 variantes de histona H4. A
nalisis previos de estas fracciones utilizando geles
SDS en la segunda dimension no indicaban microheteroge-
neidad de estas fracciones, excepto para H4 en que apa-
recian dos variantes no bien resueltas.

Se investigé la posibilidad de que las variantes ob-
tenidas representaran la expresifn de genes alelos pre-
sente en diferentes individuos de una poblacidn de eri-
zos de mar, obteniéndose resultados negativos. Se anali
zaron 8 individuos los cuales presentaron idéntica mi -
croheterogeneidad para las histonas H3, H2B y H4., Los
resultados obtenidos indican claramente que en esperma-
tozoides de Tetrapygus niger coexisten variantes de las
histonas nucleosomales H3, H2B y H4. Las caracteristi -
cas de estas variantes sugieren que estas difieren en
el contenido en dominios hidrofGbicos.

Proyecto 20.31.02 Universidad de Concepcidn.

ANALISIS CINETICO DE LA REACTIVACION DE LA D-B-HIDROXIBU
TIRATO DESHIDROGENASA CON MEZCLAS DE LECITINAS DE CADENA
CORTA (Kinetic analysis of D-B-Hydroxybutyrate dehydro-
genase reactivation with mixtures of short-chain leci-
thins). Cortese, J.D. y Vidal, J.C. Instituto de Quimica
y Fisicoquimica Bioldgicas (UBA-CONICET) Fac.Farm.y Bio-
quimica. Junin 956, 1113 Buenos Aires, Argentina.

La D-B-Hidroxibutirato apoDeshidrogenasa (apoBDH) es
una enzima de la membrana mitocondrial interna que es pu
rificada en forma soluble y libre de lipidos (catalitica
mente inactiva), puede ser reactivada por lecitinas de
cadena corta en concentraciones inferiores a la concen-
tracidn micelar critica. Se ha demostrado (Cortese y col.
1982, Biochemistry, 16, 3899-3908)que la reactivacidn de
la apoBDH requiere la ocupacidn simultdnea por PC de dos
sitios idénticos y no interactuantes (SINI) por un meca-
nismo de equilibrio rdpido con adicidn indistinta de am-
bos ligandos. Cuando se titula espectrofotométricamente
siguiendo la reduccidn de NADY a 340 nm se obtienen cur-
vas biffsicas, linealizdndose la parte ascendente con
1//;S'en funcién de 14PClilos valores de Vm obtenidos por
extrapolacidn son 105|PC(6:0), 118|PC(7:0)|y 137|PC(8:0)]
umol NAD reducido.min“.mg'1, y las constantes de diso-
ciacidn (Ky) son 4,6 mM con PC(6:0); 1,4 mM con PC(7:0)
y 0,13 mM con PC(8:0). Con n especies, los equilibrios
miltiples entre las PC's y SINI son E-(PC)3 como {inica
especie activa predicen que vo/Vm=1/1+|Li|/Kil|2 donde

Li /Ki es la concentracidn especifica (reducida) de i-&
sima PC. Utilizando mezclas con fraccidn molar constante
de PC, serd LLi/Ki=(IXi/Ki).[Lt], donde Xi es la frac-
cidn molar de la i-8sima PC([Ly]concentracidn total de
PC). Para cada mezcla de PC se puede definir una constan-
te de disociacién global (promedio pesado) Ky=(IXi/Ki)~?!
que implica la independencia estadistica de cada inter-
accién sitio-PC, y que brinda por ci3lculo las mismas
constantes de disociacifn que se obtienen con lecitinas
puras. Se concluye que las consideraciones de equilibrio
expresadas en ecuaciones de Adair para mezclas de PC's
verifican las KL's y Vm's obtenidas con lipidos puros.

RESUMENES DE COMUNICACIONES

SINTESIS Y METILACION DEL COMPLEJO PENTAMERICO(EL7L12M
-EL10 DEL RIBOSOMA BACTERIANO. (Synthesis and
methylation of the pentameric (EL7L12)4-EL10 complex
from the bacterial ribosome). Amaro, A.M. vy Jerez, C.A.
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de Chile.

La subunidad 50S del ribosoma de £. coli posee el com-
plejo pentamérico (EL7L12)4-EL10 que es esencial para
la sintesis proteica. Se sabe que las protelnasEL7L12
son metiladas y que esta modificaci6én aumenta cuando
las bacterias son crecidas a bajas temperaturas (27°).
Para determinar el posible papel fisiolé6gico de esta
modificaci6n hemos estudiado 1) la metilacién del com-
plejo en distintas condiciones y en diferentes bacte-
rias, y 2) la sintesis del complejo a partir de DNA
y su metilacién in vitro.

ta metilacién in vivo se determiné por las razones
3H/C14 después de aislar las protefnas ribosomales de
células crecidas en presencia de (metil-3H) metionina
y (1-14C)metionina. La metilacién in vitro se efectus
con ribosomas sub-metilados artificialmente o con el
complejo sintetizado a partir de Arifd18 DNA en presen
cia de (metil-3H)-S-adencsil-metionina. Los productos
se caracterizaron por inmunoprecipitacién con suero
antil7L12.

Encontramos que se metilan todas las protefnas del
complejo tanto en E. coli como en B. stearothermophi-
lus.

Por otro lado, s6lo las protefnas ELJL1Z aumen-
taron su grado de metilacién en células crecidas a
27°. Los sistemas de metilacién in vitro permitiran
aislar por primera vez la o las enzimas modificantes
del complejo ribosomal y estudiar el posible efecto
de esta modificacién post-traduccional en la activi-
dad del ribosoma.

Financiado por Universidad de Chile, Proyecto B-13972-
8414 y CONICYT, Proyecto 1147./83.

INMOVILIZACION DE PEPSINA EN DERIVADOS DE QUI-
TOSANO. (Pepsin immovilization in chitosan
derivatives). Curotto, E., Alea, J. y Gonzdlez
G.. Instituto de Quimica, Universidad Catélica
de Valparaiso.

El empleo de enzimas inmovilizadas elimina pro
blemas de las enzimas en solucién: la enzima
es recuperable, su estabilidad es favorecida y
en las proteasas no sufren autodigestidn. Se
estudid la unidén de pepsina a derivados de qui
tosano por ser un producto natural abundante,
no téxico y es insoluble en las condiciones
estudiadas. Los derivados fueron: quitosano
injertado con metaacrilato de metilo (Matriz 1
y Matriz 2), que fue una donacién, y succinil-
quitosano (Matriz 3) sintetizado a partir de
anhidrido succinico con un rendimiento de 83%.
La unidn de pepsina a las Matrices 1 y 2 fue
no covalente, a la Matriz 3 fue por enlace
amida. La actividad de la enzima se mididé en
batch con agitacidn por el método de Anson pPa
ra Matrices 1 y 2 y con N-acetil-fenilalanil-
diiodotirosina para Matriz 3.

La actividad péptica retenida en Matriz 1 fue
de 67%, en Matriz 2 de 100% y en Matriz 3 de
79%. La estabilidad de pepsina unida a Matriz
2 disminuye en 50% en 3 meses, en Matriz 3 ba-
ja en 57% en 1 mes. Se concluye que es facti-
ble inmovilizar pepsina en derivados de quito-
sano sin alterar significativamente su activi-
dad.
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE UNA PROTEASA
DE CUCURBITA FICIFOLIA. (Purification and
characterization of a protease from Cucurbita
ficifolia). Curotto, E., Tapia, G. y
Gonzdlez, G. Instituto de Quimica, Universi-
dad Catdlica de Valparaiso.

Las proteasas tienen un amplio espectro de uti
lizacidn tecnoldégica. Sus principales aplica-
ciones se encuentran en la industria alimenta-
ria, de detergentes y en sintesis de productos
bioldgicamente activos. Se describe la purifi
cacién y caracterizacidén de una proteasa de la
pulpa de alcayota (C. ficifolia) para empleo
en los campos mencionados. Por precipitaciédn
fraccionada con sulfato de amonio, Sephacril
§-300 y CM-Sepharosa se logrdé la purificacién
de una enzima altamente activa frente al sus-
trato Azocoll. Por electroforesis en SDS se
determiné un PM minimo de 76.000, la tempera-
tura Sptima es de 60°c y el pH Sptimo de 9,2.
La accién frente a sustratos sintéticos revela
una especificidad hacia residuos aminocacidicos
apolares pequeiios. De acuerdo a los valores
de temperatura y pH dptimos la enzima podria
utilizarse en la industria de detergentes y
por su alta actividad serfa Gtil en la indus-
tria alimentaria.

EFECTO DEL ALCOHOLISMO PERMANENTE Y FILIAL & DEL AcCHO
SOBRE ENERGIA EN SNC : MITOCONDRIA. (Permanent & f£ili-
al alcoholism & AcCHO effect on CNS mitochondrial enser
gy)+ Egafia, E. & Ramirez, M.T. Instituto de Medicina
Experimental, Laboratorio de Neuroqufmica - Facultad
de Medicina - Universidad de Chile - Santiago 7-Chile.

La oxidacién de substratos en la mitocondria es la
fuente de energfa necesaria para todas sus funciones.
Este proceso general me puede alterar por mecanismos
que inhiban la cadena respiratoria mitocondrial. En
este trabajo analizamos la produccidén de energfa pro-
veniente de oxidacién de substratos, la fosforilacién
oxidativa e incorporacién de Ca2*, en mitooondria de
SNC en un modelo de alcoholismo experimental ("A.G.
rats") ya conocido; se estudia ademfs el efecto AcCHO
gobre estos parémetros,

Ratas adultas ¢ y € Wistar. Control y 3 grupos ex—
perimentales "A.G./12", "A.G./25", "A.G./Hz0" ( ante-
riormente desoritos). Mitocondria de cerebelo obteni-
das por método de Clark y Nicklas modificado. Resto
de la técnica ya comunicada anteriormente, Substrato
Sitio Is Piruvato/Malato, Sitio II: sucoinato; AcCHO
0.1, 0.25, 0.5 & 1.0mM.

Sitio I normal: notoria inhibicién por AcCHO de la
oxidacién de substratos, estados 3 & 4, ADP/O, incor-
poracién de Ca2* & razén Ca/0O. La ingestién de EtOH,
"A.G. rats", muestra leve efecto depresor, Sitio IIs
estos pardmetros no se alteraron mayormente. E1 AcCHO
fue inhibidor s8lc en Sitio I pero no Sitio II.

Fl AcCHO al disminuir la oxidacifn de substratos
(8itio I), limita la disponibilidad de energfa de la

mitocondria para la fosforilacién oxidativa & incorpo-
racién de Ca* por tanto disminuye las ragzones ADP/O
& Ca2+/0. "A.G, rats" no mostraron mayores diferencias
ocon normal. Dado que AcCHO es oxidado en la mitocon-—
dria, suponemcs que se altera la velocidad de trans-
porte de electrones (Sitio I) y posiblemente la fuer-
za del movimiento de protones.

Grant D,D.I. U. de Chile ~ Proyecto B 1050-845-5.

R-57

ESTRUCTURA DE UN GEN DE tRNAS®T DE T. THERMOPHILUS Y

ESTUDIOS DE TRANSCRIPCION IN VITRO. (Structure of a
tRNASET gene from T. thermophilus and studies on its
in vitro transcription.5 Davagnino,J., Gonzélez, E.,
gross,D., Yafez,L., Lira,P., Sanchez,H. y Venegas,A.
Laboratorio de Bioquimica. Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

A partir del genoma de Thermus thermophilus HB8
se ha clonado un fraég%nto BamHI de 3200 pb que con-
tiene un gen dSZtRNA . Este fue detectado por hi-
bridacién con P-tRNA total del mismo organismo.
Luego de secuenciacidn de una zona de 506 pb segun el
método de Maxam y Gilbert, la localizacidén exacta y
su identificacién se logrd por anélisis computacional
con un programa que pliega secuencias con caracteris
ticas de tRNABEEsto fue comprobado por hibridacidn
Southern con P-tRNA de un fragmento de 90 pb, que
segun el anAlisis anterior, contenia la mayor parte
del gen. Estudios comparativos de secuencia revelan
una homologia de 75% entre este gen y tRNA de E.
coli. AdemAs, dio hibridacidn positiva con~ua tRNA
de T, thermophilus que fue purificado pgr electrofo-
resis bidimensional y que carga serina-~H.

El gen es transcrito a 60 C por la polimerasa ho-
méloga produciendo un RNA "run off" de 400 bases, a
pesar que se presume la presencia de una sefial de
terminacién de la transcripcién al final del gen.

El promotor de este gen presenta caracteristicas
procaribéticas tipicas, incluyendo las secuencias ca=-
nénicas -10 y -35 en las posiciones adecuadas. Como
rasgo distintivo este promotor presenta una regidn
de 17 bases que separa estos elementos, gue tiene un
alto contenido en GC, caracteristica que podria ser
propia de promotores que operan a altas temperaturas.

El promotor es también reconocido por la RNA poli
merasa de E. coli.

Financiado por el Consejo Superior de Ciencias
(CONICYT), DIUC (Universidad Catélica)y PNUD-UNESCO
(programas CHI 81/001 y 84/003).

TOXICIDAD DE FENILHIDRAZINA SOBRE CELULAS DE MEDULA OSEA
Y ERITROCITOS. EFECTO PROTECTOR DEL FLAVONOIDE SILIMARI-
NA (Toxicity of phenylhydrazine on bone marrow cells and
erythrocytes. Protective effect of silymarin). Garrido A
Barrta T., Guerra R., Valenzuela A, Lab. Bioquimica.
INTA. Casilla 15138, Santfago 11. Chile.

Numerosos flavonoides son utilizados en la actualidad
con fines terapéuticos en una gama muy amplia de patolo
gias. La silimarina es una oxoflavona utilizada en el tra
tamtento de numerosas hepatopatias tanto de origen téxi-
co como infeccioso y aunque su mecanismo de accidn es des
conocido, se le atribuyen propiedades protectoras y es-
tabilizantes de la membrana celular: Trabajos anterio-
res del grupo han caracterizado un efecto protector de
silimarina en l1a disminucién del glutatidn y el aumento
de la 1ipoperoxidacifn hepitica producida por la intoxi-
cactén aguda con etanol en ratas. Ambos efectos han sido
explicados como una consecuencia de las propiedades anti
oxidantes del flavonoide. -

La fenilhidrazina es un téxico celular cuya actividad
se relaciona con la formacidén de radicales 1ibres del
ox1geno y Ta induccién de lipoperoxidacion. E1 téxico
produce "in vitro" una importante disminucidn del aluta-
tion intracelular y de 1a viabilidad en eritrocitos vy
células de médula ésea de ratas. En estas {iltimas pro-
duce, también, una disminucién en 1a sintesis de RNA. E1l
tratamiento de Tas ratas con silimarina "in vivo" (200
mg/kg i.p.) protege contra el efecto de fenilhidrazina
"in vitro" evitando la disminucién del glutatién, el au-
mento de la lipoperoxidacidén y el efecto sobre la viabi-
1idad celular. E]1 flavonoide, ademds, produce un aumento
en 1a sintests de RNA en las células de médula Osea. Se
discute el mecanismo de accidn de silimarina a nivel de
estas células y las perspectivas de utilizacién terapei-
tica en patologias diferentes a las hepdticas, donde se
Te utiliza principalmente.

(Trabaje financiade por DIB, proyecto B-2019-8412).
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R-58

LOCALIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE SITIOS
DE UNION DE RNA POLIMERASA DE BAL31 A DNA DE FAGD PM2.~
(Localization by electron microscopy of BAL31 RNA
polymerase binding sites to PM2 phage DNA). B.Gonzdlez,
M.Susaeta, E.Espinocza, P.Bull y A.Yudelevich, Laborato -
rio de Bioquimica, Facultad de Ciencias Biol&gicas, Uni-
versidad Cat8lica de Chile.

El gencma del bacteriofago PM2 es un DNA circular
de dable hebra con un peso molecular de 6.3x10° y con un
alto grado de sobreenrollamiento, caracteristicas que lo
hacen un buen modelo para estudios de transcripci6n y re
plicacién del DNA.

Estudios previos realizados con RNA polimerasa de
BAL31 nos han permitido detectar varios sitios de unitn
de la polimerasa al DNA de PM2. Estos sitios fueron de-
tectados basf@ndose en la aparicién de sitios refracta -
rios al corte con ciertas enzimas de restriccifn tales
cano Hinc II o Hind IITI, al preincubar DNA de PM2 con
RNA polimerasa de BAL3l. De este modo pudimos localizar
sitios de uni6n a 0,54, 0,71, 0,72 y 0,74 unidades de ma
pa (U.M.). En experimentos realizados con alta fuerza
ibnica aparecen nuevos sitios de uni6n en la regibn de
0,2-0,3 UM. y 0,64 U.M. A fin de corroborar estos re-
sultados y detectar otros sitios de unién no detectables
mediante este método hemos estudiado la interacci6n en -
tre RNA polimerasa BAL31 y DNA de PM2 mediante microsco-
pfa electrbnica. Utilizando este m&todo hemos podido
confirmar sitios de uni6n en las regiones 0,54, 0,71,
0,72 y 0,74 UM., adem8s de los sitios en la regibn
0,2-0,4 U.M., pero ademis hemos podido detectar un nuevo
sitio de unién localizado en la regi6n 0,08 U.M. La
unién de la RNA polimerasa a todos estos sitios s8lo se
produce cuando se usa holoenzima y DNA sobreenrollado.

Estos estudios estén siendo camplementados con estu
dios de transcripcifn in vitro, y estudios de secuencia
de nucleotidos en estas regiones.

Proyecto financiado por DIUC.

ESTUDIOS ESPECTRALES DE LA DESNATURALIZACION
DE PEROXIDASA DE RABANO. (Spectral studies of
horseradish peroxidase denaturation). Gonzdlez,
G., Brunet, J. y Sotomayor, C. Instituto de
Quimica, Universidad Catdlica de Valparafso.

Se investigd la influencia del grupo heme so-
bre la estabilidad de la peroxidasa del rabano
frente a diversos agentes desnaturalizantes.Mu
chos grupos prostéticos ejercen influencias es
tabilizadoras al unirse a sus respectivas apo:
protefnas. Esta estabilizacidn se ha examina-
do para comprender mejor la naturaleza de los
cambios conformacionales en la apoprotefina co-
mo resultado de la unidn especifica. Este es-
tudio se efectud utilizando la fluorescencia
del dnico triptdéfano de la proteina y el di-
crofsmo circular a 295 nm para seguir la desna
turalizacién de la peroxidasa y la apoperoxid;
sa por pH dcido, guanidina y temperatura. se”
observé que las propiedades espectrales de la
peroxidasa cambian con la desnaturalizacién y
que la transicién es compatible con un proce-
so cooperativo. La apoperoxidasa sufre tran-
siciones a temperatura y concentracién de des-
naturalizantes mds bajas que la peroxidasa y
los resultados no muestran un proceso coopera-
tivo. Estos hallazgos son interpretados como
una indicacidén que la apoperoxidasa es menos
resistente a la desnaturalizacién que la holoen
zima y que el cambio conformacional que ocurre
al remover el grupo heme resulta en una estruc
tura menos cooperativa que la desplegada por -
la enzima nativa.

RESUMENES DE COMUNICACIONES

MUTAGENESIS SITIO-ESPECIFICA DEL GEN DE PIRUVATO QUINA-
SA DE LEVADURA. E. Gonzilez, I. Gémez, M Urdea, P. Va-
lenzuela y A. Venegas. Laboratorio de Bioquimica, Facul-
tad de Ciencias Biol6gicas, Pontificia Universidad Cat6-
lica de Chile, Portugal 35, Santiago, Chile.

La enzima piruvato quinasa de levadura participa en
una de las etapas claves de la regulaci6n de la ruta gli
colftica celular. Su estructura primaria ha sido dedu-
cida recientemente a partir de la secuencia del gen que
la codifica. Un anflisis de ella ha revelado la exis-
tencia de posibles sitios funcionales de la protefna in-
teresantes de estudiar en detalle. Asf, en las posicio-
nes 18-22 se ubica una posible sefial de fosforilacién y
en la posici6n 337 se encuentra un residuo de lisina pro
bablemente implicado en el mecanismo catalftico de esta
enzima. Usando técnicas de mutag€nesis dirigida median-
te oligonucleStidos sintetizados quimicamente, se han
introducido modificaciones en la codificacifn del gen de
piruvato quinasa, de modo que ella se traducen en los
siguientes cambios de amino&cidos: Thr 21 por Ala, Ser
22 por Asp y Lys 337 por Arg. Aquf comunicamos la cons-—
truccitn de estos mutantes y su clonamiento en un vector
apropiado para su posterior evaluacién por transforma-
cién de wna cepa de levadura deficiente en piruvato qui-
nasa y camparacién con los resultados que se obtienen al
transformar con el gen tipo silvestre.

Financiado por DIUC (Universidad Catflica) Y PNUD~UNESCO

UNA PROTEINA DE OVARIO DE Xenopus laevis CON CAPACIDAD
INHIBITORIA DE LA FOSFODIESTERASA DE NUCLEOTIDOS CICLI-
€C0S 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 Bioquimica, Facultad de
Medicina y Departamento de Biologia, Facultad de Cien-
cias Bisicas y Farmac&uticas, Universidad de Chile.

En oocitos de Xenopus laevis existe una actividad
fosfodiesterdsica de nucledtidos ciclicos (FDE é) capaz
de_ser activada por el complejo calmodulina-Ca‘* (CaM-
Cal*), por fosfolipidos y por tratamiento con tripsina.
Se ha logradoc aislar por cromatografia 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 proteina de peso molecular 94.000, for-
mada por 2 subunidades aparentemente iguales de peso
molecular 44.000 cada una. Esta proteina inhibitoria
antagoniza especificamente la activacidn de la FDE I,
tanto por calmodulina de cerebro de bovino como por
calmodulina de ovario, sin afectar la actividad basal
de la enzima ni la forma enzimdtica independiente de
CaM. La inhibicidn de la activacidn de FDE I por CaM-
ca%* o fosfolipidos es reversible, puesto que un incre-
mento de la concentracidn del agente activador revierte
la inhibicidn. La accidn de la protefna inhibitoria se
refleja en un descenso en los valores de Vy,x de la
reaccidn. Experimentos de cromatografia en columna de
afinidad de CaM-sefarosa sugieren que el inhibidor es
capaz de interactuar con calmodulina en presencia de
jones Ca¢t, Los resultados de inhibicidn de la FDE I
activada por digestidn parcial con tripsina sugieren,
por otra parte, que la proteina inhibitoria serfa 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.)
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ISOAPIRASAS DE Stuberosum VAR ULTIMUS (Isocapy-
rases of S.tuberosum var. Ultimus) Kettlun,A.
M., Urra, R., Mancilla, M., Valenzuela, M.A. y
Traverso-Cori, A. Departamento de Biogquimica,
Facultad de Ciencias Bisicas y Farmac&uticas,
Universidad de Chile.

Se purific6 parcialmente apirasa {(pirofosfo
hidrolasa) de S.tuberosum (var.Ultimus) con un
cuociente ATPasa/ADPasa de 3 que se mantuvo
constante a través de varias etapas de purifi-
cacibn. De la etapa de filtracibn en una colum
na de Sephadex G-100 eluyd un solo m&ximo de
actividad ATPasa-ADPasa con un PM correspon-
diente a 47000,

Este finico m&ximo de actividad enzim8tica
proveniente de un Sephadex G-100 se resolvi8
en tres picos de actividad apirdsica al reali-
zar cromatografias de intercambio (CM-Sepha-
dex) o afinidad (azul de Cibacron-agarosa).
Uno de los picos de actividad fué de cuocien-~
te ATPasa/ADPasa de 8, otro de 1.0 y uno pe-
quefio de 2.

La preparacifn apirasa G-100 despu&s de un
electroenfoque también se resolvid en tres
fracciones proteicas con actividad apirdsica
de pl 6,4 (ATPasa/ADPasa alto); pI 5,7(ATPasa/
ADPasa=bajo) y pI 7,6 (ATPasa/ADPasa interme-
dio).

Se caracterizaron las isoenzimas de cuocien
te alto y bajo en cuanto a pH 6ptimo y efecto
de metales no encontr&ndose grandes diferen-
cias entre ellas.

Financiado por el DDI (U.de Chile)proyectos
B-1144-8333 y B-1144-8444,

ACTIVIDAD FOSFATASICA ACIDA YV ALCALINA EN TRYPANOSOMA
CRUZI. {Acid and alkaline phosphatase activily in Trypa
nosoma chw2d). Letefier M.E., Abdunate, J, Repetto, Y.,
y Morello, A.

Dépantamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, tni
vensidad de Chile. Casilla 6671- Santiago 7, Chile.

Thypanosoma chuzi es el pardsito causante de fa enfer
meﬂﬁ de Chagas. Las fosfatasas deidas y alealinas son
un grupo de enzimas cuya significancia bioldgica podria
estan nelaclonada con procesos digestivos, Transporte o
nuptura de algunos componentes celfufares.

Se estudid La actividad §osfatdsica en La forma epima
mastigota de T. cwzi, cepa Tulahuen, con el sustrato
p-nitrofenibfosfato, cuantificando La velocidad de pro
duceidn del producto p-nitrofenol a 410 nm.

Hemos podido establecer Los pardmetros cinéiticos para
esta actividad in vivo (epimastigotes intactos}im 22.2
mMy Umax:1.60 nmofes/min/mg proteina, siendo tal activi
daa {nhibida porn KCN 10 mM y EDTA 5mM. La actividad en
homogenizado Zozal tiene una Km de 4.9 mM y una Vmax de
4.7.

Se ha nealizado §raccionamiento subcelular y determi
nado La actividad deida (pH 5) y alealina {pH 9) en mC
crosomas y fraceidn soluble. Se ha establecido enestas
§racciones pardmetrnos cinéticos y comporfamiento frente
a inhibidones similanes a Los desernito in vivo.

EL estudio de vias metabdlicas del paRdsiXo contrhibu
ye al disefio nacional de nuevos agentes quimioterapluti
cos.

Financiado por CONICYT-CHILE; UNDP/WB/WHO/TODR; y Depto.

Desanollo de La Investigacibn, Universidad de Chile,
Grant B-1854.

R-59

SUPRESION DE LA TERMINACION DE LA TRANSCRIPCIDN POR EL
FAGO P4. (Suppression of transcription termination by
phage P4). Lagos, R., Beckwith, J. y Goldstein,R.

Departamento de Biologlia, Facultad de Ciencias Béasicas y

Farmacéuticas, Universidad de Chile, y Departamento de
Microbiologia y Genética Molecular, Harvard Medical
School.

P4 ha sido clasificado como un bacteribdfago defectivo

que depende de un “"helper" como es el colifago P2
su desarrollo litico. P4 codifica para varias funciones
génicas, a wuna de las cuales se le ha atribuido
propiedades antiterminadoras de la transcripcion porque
suprime polaridad asociada con mutaciones &mbar en
operanes policistrbonicos del "helper" P2. Recientemente
se descubrid que P4 puede propagarse como un plasmidio,
lo cual permitid realizar un estudio més acabado de esta
funcidn antiterminadora.

Para este propbsito, se construyeron fagos-plasmidios
derivados, que poseian gran parte de las funciones
regulatorias de P4 y las funciones necesarias para su
replicacidn (fragmento AC de Eco RI). Este fragmento se
ligo a un gen de kanamicina, para facilitar la
selecciédn del plasmidia. Para probar la actividad
antiterminadora de P4, se usd la cepa bacteriana X8605,
la cual tiene fusiaonado el operdn del triptéfano con el
operén de la lactosa. En esta cepa el terminador del
triptéfano estéd intacto y parte del promotor de la
lactosa esta ausente, siendo el fenotipo lac™, pues la
transcripcién termina en el terminador del triptffano vy
no puede ser reiniciada en el operdn de la lactosa, aun
cuando 1los genes estructurales de este oper6n estan
intactos. Al transformar estas células con el plasmidio
P4-kanamicina, no hay terminacién de la transcripcién en
el terminador del operdn del triptdfano (rho-
dependiente), y esta cepa se convierte en 1ac*.Estudios
genéticos con plasmidios derivados de diversas mutantes
de P4, mostraron que el producto génico responsable de
esta actividad antiterminadora, en trans en el cromosoma
bacteriano, es psu.

para

EFECTO DE ANALOGOS DEL ISOPROTERENOL SOBRE LA SINTE-
SIS DE POLIPKPTIDOS EN GLANDULA PAROTIDA DE RATON.

( Bffect of isoproterenol analogs on polypeptide syn—
thesis in mouse parotid glands ). Lopez Solis, R.O.,
Miranda, D. y Castillo, L. Dpto. de Biologia Celular
y Genética, Facultad de Medicina,Universidad de Chile.

El agonista beta adrenérgico isoproterenol (1(3,4-
dihidroxifenil)-2-isopropilamino etanol) induce la
sintesis de una familia de al menos cinco polipepti-
dos en glandula pardtida de ratdn. 3e desconoce el
mecanismo por el cual el isoproteranol produce esta
induccidn, la relacidn que tiene esta rispuzsta meta-
bélica con otras respuestas celulares que el isopro-
terenol provoca en glindula pardtida (secrecidn, sin-
tesis de DNA, hipertrofia) y las caracteristicas es-
tructurales del isoproterenol necesarias para la in-
duccidn de los polipéptidos.

En eate trabajo se analizd por electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS el efecto de 15 anilogos
estructurales del isoproterenol respecto de la induc-
cidn de los polipéptidos. Estos analogos difieren en-
tre si en grupos quimicos particulares de los dominios
catecol, etanol o isopropilamino y en las respuestas
provocadas en glandula pardtida.

Todos los analogos empleados provocan secrecidn
pero sdlo algunos de ellos sintesis de DNA o hiper-
trofia. La sintesis de los polipéptidos analizados
ocurre s5lo cuando un anélogo particular provoca hi-
pertrofia y en este caso son siempre los mismos cin-—
co polipéptidos los inducidos. Por oira parte, la ca-
pacidad de induccidn de los polipéptidos se mantiene
en aquellos anilogos que en relacidm al isoproterenol
difieren: a) en el nimero o posicidn de grupos OE en
el dominio catecol y b) en el temafio del radical al-
quilamino lateral. La sustitucidén de grupos en el do-
minio etanol del isoproterenol elimina la propiedad
inductiva de polipéptidos en los andlogos.

PROYZCTO B1651-8423 , DIB, UNIVERSIDAD DE CHILE.
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OBTENCION DE ANTICUERPOS CONTRA APIRASA DE S.
tuberosum (Development of antibodies against
apyrase of S.tuberosum) Mancilla,M., Anich,M.,
Kettlun, A.M,, Valenzuela,M.,A. y Traverso~-Cori

RESUMENES DE COMUNICACIONES

UN MODELO DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE FRUCTOSA DIFOSFA-
TASA, DE RINON DE CERDO. (A model for the secondary
structure of pig kidney fructose bisphosphatase).
Martinez,J., Cid.H. Departamento de Ciencias Fisiolé6-

A. Departamento de BioquImica, Fac., de Cien-
cias Bisicas y Farmac8uticas. Univ. de Chile.

La apirasa es una enzima que cataliza la hi
dr8lisis de enlaces pirofosfbricos. Con el fin
de cuantificarla o bien efectuar estudios de
inmunofluorescencia en el tejido de papa, se
inmuniz& conejos con apirasa purificada hasta
la etapa de azul de Cibacrbn, la cual presen-
taba cuatro bandas por electroenfoque.

El tftulo de anticuerpos se midi8 por inmu-
nodifusibn y fue de 1/8, también se determind
por la técnica de ELISA y el valor fue 1/213,

Para determinar la especificidad de los an-
ticuerpos se ensayb una apirasa semipurifica-
da, con diluciones crecientes de suero inmune
y se observ8 una franca disminucibn de las ac~
tividades ATPasa-ADPasa. Esto demuestra que el
suero reconoce una apirasa similar a la que se
utilizé para sensibilizar los conejos.

Con el fin de obtener un patrbn de separa-
cifn antigénico, se electroenfocaron muestras
de apirasa azul de Cibacr®n y apirasa G-100
(menos purificada) y se siguif paralelamente
la actividad apir§sica y la respuesta inmune
por ELISA.

Adem8s, se encontrd interaccién del suero
inmune con otras apirasas como: la de brote
var.Desirée, la de tub&rculo var. Pimpernel y
una isoenzima de la var, Ultimus,

Financiado por el DDI (U.de Chile) proyectos
B-1144-8444 y B-1144-8333,

EFECTO DE CATIONES SOBRE LA CINETICA DE POLIMERIZACION
Y ESTRUCTURA DE LDOS MICROTUBULOS. (Cations effect on the
kinetic of polimeryzation and structure of microtubules)

Monasterio, 0. y Timasheff S.N. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias Basicas y Farmacéuticas,

Universidad de
Biochemistry, Brandeis University.

Los efectos de tres cationes sobre la polimerizacidn in
vitro de tubulina de cerebro de bovino, purificada por
el método de Weisenberg y col. (Biochemistry 7 (1968),
4466-4479) modificado por Lee y col. (J. Biol. Chem. 248
(1973), 7253-7262), fueron investigados en amortiguador
fosfato a pH 7,0. Los valores para las concentraciones
criticas obternidos en presencia de potasio a diferentes
concentraciones de magnesio siempre fueron menores que
en presencia de sodio. Asi, para 12 mM magnesio en
presencia de 10 mM sodio o potasio los valores fueron
10,7 'y 7,5 uM respectivamente.€l valor de la constante
aparente de crecimiento del microtibulo cambid desde
8,1 x 10° a 5,7 x 10% L/M entre 20 y 113 mM sodio. EL
efecto con potasio fue menor. La cinética de
polimerizacion fue mas lenta a altas concentraciocnes de
ambos cationes monovalentes. Microscopia electrdonica de
los productos de polimerizacidén a bajas concentraciones
de estos cationes mostrd principalmente una mezcla de
hojas y microtibulos. Un aumento de la concentracién de
éstos elimind fundamentalmente la presencia de hojas.
Analisis termodin&mico de la unidn de magnesio al dimero
de tubulina utilizando la teorfa de la funcibén de union
de Wyman (Adv. Protein Chem. 19 (1964), 224-286) mostrd
un valor de Av cercano a uno a fuerza iédnica constante
en presencia de ambos cationes monovalentes. Concluimos
que: Concentraciones de potasio y sodic cercanas a las
fisiolbégicas favorecen la formacién de microtibulos,
potasio favorece la elongacidn de los microtibulos, y se
produciria la un i6n de un mol de magnesio por mol de
tubulina en el proceso de polimerizacidn. Financiado por
NIH Grants Nos. GM 14603 y CA 16707.

Chile vy Graduate Department of

gicas. Facultad de Ciencias Biol6gicas y Recursos Natu-
rales. Universidad de Concepcién.

La Fructosa 1-6 difosfatasa, (EC.3.1.3.11), es una
enzima tetramérica, con subunidades idénticas. Es una
enzima alostérica, inhibida por AMP, reculada por pro-
teolisis y requiere de un cati6n divalente para su a:-
tividad.

Se realizé la prediccibn de estructura secundaria,
para la enzima de rifién de cerdo, de la cual s6lo se
conoce su estructura primaria. Se propone una ubicacién
de los sitios activo y regulatorios en el modelo.

La predicci6n se hizo por Tos métodos de perfiles
de hidrofobicidad y método de Chou y Fasman modificado,
que permite la asignacidn del sentido (paralelas o anti-
paralelas) de las zonas de estructura B . La ubicaci6n
de Tos sitios activo y regulatorios, se hizo por homo-
logfa de secuencia con la enzima de higado de conejo.

La prediccifn realizada indica 38,2% de estructura
B, 21,5% de hélices y 3,5% de vueltas. E1 modelo pre-
senta dos dominios unidos por una hebra flexible. El
dominio I, incluye los residuos 1 al 140, y el dominio
IT, los residuos 157 al 335. E1 dominio I presenta los
sitios para la unidén de AMP y regulacidn por proteoli-
sis. E1 dominio II presenta el sitio activo. La super-
posicién de ambos dominios permite la proximidad del si-
tio de unidén de AMP, sitio activo y el grupo SH hipe-
rreactivo.

E1 modelo propuesto se ajusta a una serie de restric
ciones estructurales, es termodindmicamente estable y
permite explicar el comportamiento enzimdtico de la pro-
tefna.

Proyecto de Investigacién 20.33.16 de 1a Direccién de
Investigacidn. Universidad de Concepcién.

ACTIVIDAD DE ACIDO CLAVULANICO SOBRE g-LACTA-
MASA DE STREPTOMYCES UCSM-104 Y DE SHIGELLA
FLEXNERI UCSF 129. (Activity of Clavulanic
Acid upon B-lactamase from Streptomyces UCSM
104 and Shigella flexneri UCSF 129) Mondaca y
M., Rios, M., Ruiz, J., Campos, M. y Zemelman,

R. Departamento de Microbiologia y de Quimi-
ca, Universidad de Concepcidn.

El acido clavuléanico es un inhibidor con
buena actividad sobre 8-~lactamasas plasmidia-
les preferentemente. En este trabajo se ha
estudiado el perfil de sustratos de las g-lac
tamasas de Streptomyces UCSM-104* y de Shige-
1la flexneri UCSF 129 y la inhibicién de e-
llas por acido clavulénico. Para los perfi-
les de sustratos se usé bencipenicilina, ampi
cilina, cefaloridina y cloxacilina. Se prein
cubaron las enzimas con diferentes concentra-
ciones de &cido clavulanico. Los perfiles de
sustratos, determinados por un método iodomé-
trico fueron similares para ambas enzimas, pe
ro la B-lactamasa de Streptomyces UCSM-104
presentd un Igg de 5.5 mientras que la de Shi
gella flexneri UCSF 129 de 0.33. Se concluye
que, aunque ambas enzimas tienen una codifica
cidén genética diferente, presentan una activi
dad similar sobre los antibidticos g-lactéami-
cos y que son bastante diferentes en su sus-
ceptibilidad al acido clavuléanico. Esta dife
rencia puede ser causada por diferencias en
los sitios activos de ambas B~lactamasas. Se
concluye también que el &cido clavulénico pue
de inhibir B-lactamasas de tipo cromosomal.

Se agradece a la Universidad de Concep--

cidén y a Beecham Pharmaceuticals (U.K.) por
el apoyo prestado.
* Reinicke, K. Tesis para optar al grado de

Bioquimico, Universidad de Concepcidn,

(1978).
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" ¥ -GLUTAMILTRANSPEPTIDASA DE GLANDULA MAMA -

RIA"™., ( ¥ -GLUTAMYLTRANSPEPTIDASE FROM MAMMA-
RY GLAND). Morales, 0., Puente, J. y Sapag -

Facul -

Hagar, M. Departamento de Bioquimica,
Uni-

fad de Ciencias Basicas y Farmacéuticas.
versidad de Chile.

La ¥ - -glutamiltranspeptidasa es una enzima de
membrana cuya principal funcidn estd relacio -
nada al transporte de aminoacidos. Cataliza
dos tipos de reacciones: transpeptidacidn e
hidrdlisis. En el presente trabajo se purifi-
cd esta enzima de glandula mamaria en lactan -
cia y se estudiaron sus propiedades.

La actividad se determind con L- ¥- glutamilpni
troanilida y D-glutamina como dadores del gru-
po ¢ -glutamilo y glicilglicina y L-aminocicidos

como aceptores. Se estudid el efecto modula -
dor de su actividad que ejerce el Acido malei-
co y la cinética de inactivacidn frente al mar
cador de afinidad 6-diazo-5-oxonorleucina (DONTJ.

La enzima es,en cuanto a especificidad de ami-
nodcidos, inactivacidn por DON y peso molecu -
lar, similar a la de rindn; sdlo se diferencia
en cuanto a la modulacidn por Acido maleico,
diferencia que seria de significacidn fisiold-
gica en cuanto al manejo del amonio.

8444 U, de
PNUD - UNESCO.

Financiado por Proyecto B 1138 -
Chile y Proyecto CHI - 81/001

FLUJOS METABOLICOS DE ACIDOS GRASOS EN HEPATOCITOS. ROL
DE PEROXISOMAS. (Metabolic fluxes of fatty acids in bepa
tocytes. The role of peroxisomes). Orellana, A., Morales

M.N., y Bronfman,M. Laboratorio de Citologia Bioquimica,
Departamento de Biologfa Celular, P. Universidad Caté}i-
ca de Chile, Casilla 114-D, Santiago,Chile.

La B-oxidacidn de Scidos grasos en hepatocitos y otras
células animales se realiza en mitocondrias y peroxiso-
mas. E1 proceso peroxisomal es incompleto y sus produc-
tos serfan acetilcarnitina y derivados acil-carnitina de
cadena media y corta. Con el objeto de evaluar la impor-
tancia y especificidad relativa de la via peroxisomal,se
estudié la incorporacién de marca a productos de degra-
dacién en hepatocitos aislados de ratas controles y tra-
tadas con Nafenopin (para inducir proliferacién peroxi-
somal) utilizando como sustratos, simultaneamente, &ci-
dos acético, butirico, lurico y palmitico, uno de ellos
marcado con 4C en el carbono 1, por vez. Los resultados
obtenidos muestran que el tratamiento con Nafenopin in-
duce un marcado aumento del flujo de marca desde &cido
laurico a productos de oxidacién, mientras que disminuye
la incorporacién desde &cido butirico, sugiriendo que
los peroxisomas oxidan preferencialmente dcido ldurico
y confirmando estimaciones previas de Ja especificidad
del sistema. Se estudid ademds el efecto de la Clorpro-
mazina, inhibidor espeC|f|co de la B-oxidacién peroxiso-
mal (1), en la incorporacién de marca desde &cido palmfi-
tico U-T4C a productos de oxidacién. Esta droga inhibe
en un 30-40% la incorporacidn de marca a acetilcarnitina
sin efecto apreciable en la incorparacidn de marca a
cuerpos ceténicos, que evaluan la funcidn mitocondrial.
Esta observacién sugiere que, bajo estas condiciones,
una parte importante de la oxidacidn de palmitato se
ileva 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
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CARACTERIZACION DE LA INHIBICION POR FENOTIAZINAS DE LA
OXIDACION PEROXISOMAL DE ACIDOS GRASOS
(Characterization of the phenothiazine mediated
bition of fatty acid oxidation in peroxisomes).
Nicovani, S., Persico, R., Necochea, C. y Leighton, F.,
Departamento de Biologia Celular, U. Catdlica de Chile,
Casilla 114-D, Santiago, Chile.

inhi-

Hemos establecido previamente que derivados de feno-
tiazinas inhiben selectivamente la oxidacidn de dcidos
grasos en perostomas sin afectar la producc1on de
cuerpos cetdnicos, una indicacion de oxidaciGn mitocon-
drial (B.B.R.C. 120: 505, 1984). Cuando se utiliza palmi
tato (Cy1g) como sustrato, los hepatocitos de rata trata-
da con Nafenopin, un 1nductor de prol1feracmon peroxiso-
mal, clorpromazina 0.2 mM inhibe mds de 80% la oxidacidn
peroxisomal sin afectar la mitocondrial. Este efecto es
menor si se usa laurato (C12). E1 efecto inhibitorio es
aparente ya a los 5 min y se mantiene por 20 o mds. 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 dcidos
grasos o 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, labilizacion de membrana de peroxisomas y
labilizacién de membrana de hepatocitos. Ademds, emplean
do numerosos antioxidantes, se explord la posible parti-
cipacion de radicales 1ibres 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
participacidn de otras enzimas de la via y de posibles
componentes reguladores.

Financiado por proyecto DIUC 55/84

HIDROXILACION DE TESTOSTERONA IN VITRO EN RATAS NORMA~
LES Y CON DESNUTRICION PROTEICO-ENERGETICA PRETRATADAS
CON B-NAFTOFLAVONA. (Hydroxylation of Testosterone in
normal and protein-energy malnourished rats pretrated
with B Naphthoflavone). Orellana, M., Mancilla, J. y
Gil, L. Departamento de Bioquimica, Fac. de Medicina,
Un1ver51dad 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 catali
zadas por isoenzimas que presentarian una restringida re
gioselectividad de manera que la produccién de ciertos
metabolitos podria dar una estimacién de la composicién
de las diferentes isoenzimas P-450 en microsomas.

La oxidacién de (T) por microsomas de higado fue es
tudiada en ratas normales y desnutridas tratadas con
(B~NF). Los productos de la oxidaci6n de (T) se separa-
ron por HPLC (Mancilla, Gil, Anal. Letters, 1984. In
Press). En animales que no fueron tratados con (B-NF)
se observé que la desnutricién disminuyS en 46% el meta
bolismo total de (T). La produccién de algunos metaboli
tos disminuy6 entre 40 y 60%, mientras que la de otros
permanecié inalterada. E1 tratamiento con (B-NF) incre
ment6 en ambos grupos la produccidn de 2-o0HT y 7-aOHT,
disminuyé en ambos grupos la Androstenediona y aumentd
en ratas normales la produccién de GE-OHT pero la decre
ci6 en ratas desnutridas. Estos resultados sugieren que
la desnutricién proteico- enérgetica altera la composi
cién de las isoenzimas citocromo P-450 y que la (B- NF)
puede inducir selectivamente ciertas especies de cito
cromo P-450 dependiendo del estado nutricional del ani
mal.

Financiado por proyectos: B-1970-8415 de la Universidad
de Chile y del Fondo Nacional de Ciencias.
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CARBOXIMETILACION DE PROTEINAS DE Thiobacillus ferrooxi
dans. POSIBLE RESPUESTA QUIMIOTACTICA. (Protein carboxy
methylation in T. ferrooxidans. A possible chemotactic
response). Peirano, I. y Jerez, C.A. Departamento de

Bioguimica, Facultad de Medxc1na, Universidad de Chile.

La biolixiviacién de minerales sulfurados de cobre y
otros metales por T. ferrooxidans es de gran interés in
dustrial. Estas bactérias flageladas probablemente se
adhieren a minerales especificos, por lo cual deberian
tener receptores sensoriales para la quimiotaxis. Es
sabido que en las bacterias entéricas estos receptores
son protefnas metilables de la membrana. Hemos estudia
do la presencia de receptores de este tipo en bacterias
quimiolitotr6ficas y acid6filas, como el T. ferrooxi-
dans.

Cas células se crecieron en medio 9K y posteriormente
sa incubaron en presencia de cloramfenicol y {metil-3H)
metionina. De esta manera se inhibe la sintesis protei
ca y se incorporan grupos metilo s6lo a las cadenas la
terales de las protefnas. Las protefnas metiladas se
detectaron por electroforesis en geles de poliacrilamida
y ulterior autoradiografia.

Encontramos protefnas aparentemente carboximetiladas
con pesos moleculares de entre 55 y 65 Kilodaltons y
por lo tanto similares a las protefnas quimiotdcticas
metilables (MCP's) de E. coli. Atrayentes o repelentes
descritos para enterobacterias actuaron de manera total
mente diferente en T. ferrooxidans.

Es posible por lo tanto que Ias bacterias lixiviantes
posean mecanismos quimiotdcticos para reconocer sustan
cias atrayentes y repelentes,las que serd necesario
identificar.

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

REDUCCION DE AZUL DE NITROTETRAZOLIO EN PRESEN
CIA DE NAD* O NADP* Y ALCOHOLES DE ESTRUCTURA
ISOPRENICA, POR UN SISTEMA ENZIMATICO DE Ci-
trus sinensis (Reduction of nitrotetrazolTum
bIue In the presence of NAD'Y or NADPt and pre-
nols, by an enzyme system from Citrus sinensis)
Quaas,A., Pérez, L.M. Dep. de Bioquimica. Fac.
de Ciencias Bfisicas y Farmacduticas., Univ. de
Chile.

La formacifén de sesquiterpenocides de con-
formacién 2 puede realizarse por condensacibn
directa entre geranilpirofosfato (GPP) e iso-
pentenilpirofosfato (IPP) 6 a través de un me-
canismo de isomerizaci8n redox a partir de E-
farnesilpirofosfato (E-FPP). El mecanismo de
isomerizaci8n involucrarfa la participacibn de
deshidrogenasas.

Una preparacién libre de c&lulas reduce al
azul de nitrotetrazolio, en presencia de NAD &
NADP y de alcoholes primarios de estructura
isoprénica. El etanol también puede ser utili-
zado como sustrato, pero solamente en presen-
cia de NAD.

La velocidad de reaccibn es proporcional a
la concentracibn de enzima, la que es estable
hasta por una semana.

La reduccibn de azul de nitrotetrazolio
estarfa acoplada a la actividad de una prenol
deshidrogenasa, afin cuando hasta el momento no
ha sido posible identificar los productos de
la reaccibn.

Proyecto B-1127 U.Chile; CHI 81/001 y
1014~-83 Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologla

RESUMENES DE COMUNICACIONES

DETERMINACION DE MASA MOLECULAR DE ENZIMAS DE

CITRUS LIMONUM POR RADIACION IONIZANTE (Molecu
lar mass of enzymes from Citrus limonum by io=
nizing radiation) Portilla, G., Rojas, M.C. y

Cori, O. Dep. de Quimica y de Biogquimica. Fac.
de Ciencias B&sicas y Farmacfuticas. Universi-
dad de Chile.

Las carbociclasas catalizan la formacibn de
los hidrocarburos o pineno, @ pineno y limone-
no a partir de geranil, neril o linalilpirofos
fato (GPP,NPP,LPP). Hay evidencias de gue se
trata de varias enzimas. La preparacifn contie
ne adem&s fosfatasas.

La radiacibn gama inactiva las enzimas. La
dosis requerida para obtener 37% de actividad
residual es funcibn de la masa molecular e in-
dependiente de la pureza de las protefnas.

Se irradiaron ampollas selladas al vacfo
con 200 ug de protefna liofilizada en una Fuen
te de 90co de actividad 1.200 Ci (energia 1,17
y 1,33 M.,ev) y dosis hasta 33 M rad en 140 ho-
ras.

Las masas moleculares de las carbociclasas
y fosfatasas resultaron muy semejantes, del or
den de 60.000 Da. Por filtracifn en gel se ob-
tuvo MM de 50.000 Da para la GPP ciclasa. La
irradiacifn no modificé las Km de las enzimas
ni la relacibn entre los hidrocarburos y alco-
holes formados.

las diferentes actividades
deben a enzimas de MM seme-
jante o bien a una sola enzima. Esta fltima hi
pStesis nos parece poco probable.

Proyectos B-1127 del D.I.B. y 1014-83 del
FNCT. Agradecemos la valiosa colaboracién de

la Comisifn_Chilena de gnerg!a Nuclear donde
se realiz8 la irradiaci

Se concluye gque
carbociclisicas se

SEPARACION Y CUANTIFICACION DE ESTEROIDES POR CROMATO-
GRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION. (Separation and quanti-
fication of steroids by HPLC). Sylvia A. Ramirez, P
Zifiiga, L. Valladares y A.M. Pino. Divisidn Ciencias
Bdsicas. INTA. Universidad de Chile.

La medicion de hormonas esteroidales y sus metaboli
tos, por un método sensible y rdpido, es uno de Tos pro
blemas que se debe enfrentar en estudios endocrinoldai-
cos. Actuaimente el método de eleccibn, dada la baja
concentracidn en aque se encuentran estos compuestos, es
el radioinmunoensayo, el cual puede resultar inapropia-
do para el caso en que los compuestos presenten reac-
cién cruzada.

La cromatografia Tiquida de alta presidn (CLAP) ver
mite tanto la separacién de los compuestos desde una
mezcla, como la deteccidn de los componentes. En este
trabajo presentamos nuestra experiencia en el andlisis
de varios compuestos esteroidales por CLAP en fase re-
versa, utilizando una columna u Bondapak C18. E1 solven
te utilizado fue acetonitriloe: agua (40:60) o bien una
gradiente discontinua de acetonitrilo: agua (35:65)-
acetonitrilo: agua (40-60); esta gradiente permitié se-
parar androstenediona de 17 hidroxiprogesterona. Los es
trégenos se detectaron a 206 nm y los andrégenos y pro-
gestdgenos a 254 nm.

La absorcion Tineal en el UV permitié la deteccidn
de estradiol y testosterona, en el rango de 0.2 a 20 ng.
Alternativamente mediante el uso de precursores radio-
activos, la cuantificacin se hizo por recoleccidn de
las fracciones eluidas y medicién de Ta radioactividad
recuperada. Este procedimiento se utilizé nara la medi-
cién de Ta enzima 17a-hidroxilasa en células de Leydia,
utilizando la separacién y cuantificacidn de metaboli-
tos intermediarios en la formacidn de testosterona a
partir de progesterona. Los resultados se comparan con
}gs obtenidos por separacifn en cromatografia en placa

na.

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 HIGADO DE HAMSTER (Purification and char-
acterization of hamster liver fructose 1,6-bisphos-
phatase). Reyes, A., Dfaz, V., Hubert, E., Slebe, J.C.
Instituto de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Univer-
sidad Austral de Chile, Valdivia.

Se ha postulado que en mamiferos la regulacién de
la gluconeogénesis a nivel de la fructosa 1,6~bisfosfa-
tasa difiere entre especies hibernantes y no-hibernan-
tes. Como una manera de estudiar las posibles bases mo-
leculares de esta regulacién diferencial, estudiamos
las propiedades reguladoras de la fructosa 1,6-bisfos-
fatasa de hfgado de hamster (mamifero hibernante).

Una preparacién homogénea de la enzima se obtuvo por
un procedimiento de purificacién de cuatro etapas, ex-
traccién a pH 7,5, calentamiento a 55°, fraccionamien-
to con sulfato de amonio y cromatograffa en fosfo-
celulosa. La purificacién fue 150 veces y la actividad
especifica fue de 30 U/mg de proteinas; por electrofo-
resis en poliacrilamida en SDS la preparacién mostrd
una banda, que correspondfa a un PM de 37.000. La enzi-
ma nativa mostrdé ser tetramérica y poseer un pH 6ptimo
neutro (pH 7,5). Como otras fructosa 1,6-bisfosfatasas,
la enzima de hamster presentd inhibicién alostérica por
AMP, inhibicién por fructosa 2,6-bisfosfatc y por altas
concentraciones de fructosa 1,6-bisfosfato, activacién
por cationes monovalenses (K;, NH’) y requerimiento de
un catién divalente (Mg‘*, Mn“") para su actividad.

Un estudio comparativo de la enzima de hamster con
la de higado de rata (mamifero no-hibernante), mostré
que difieren en propiedades estructurales, como PM de
las subunidades, pIl y estabilidad térmica. Sin embargo,
sus propiedades reguladoras no difieren significativa-
mente. Nuestros resultados no apoyan la idea de una
regulacidén diferencial de la gluconeogénesis, a nivel
de la fructosa 1,6-bisfosfatasa, entre estos mamiferos.
(Financiado por proyectos: RS-82-36, Direccién de In-
vestigacién, UACH; CHI 81/001, PNUD-UNESCO).

ESTUDIOS PRELIMINARES DE LA INTERACCION A ALTA TEMPERATU-
RA ENTRE RNA POLIMERASA DE T.THERMOPHILUS Y UN PROMOTOR
HOMOLOGO. (Preliminary studies on the interaction at
high temperature of T.themmophilus RNA polymerase and a
thermophilic promoter). Yahez,L., Davagnino,J., Gonz§ -
lez,B. y Venegas,A. Laboratorio de Bioqufmica, Pontifi -
cia Universidad Catélica de Chile.

Trabajos ggﬁvios han permitido aislar y caracterizar
un gen de tRNA de T. thermophilus. Ademfs, se ha puri
ficado la RNA polimerasa de esta bacteria y se ha desarro
1lado un sistema de transcripcifn in vitro.

Con el objeto de camprender el proceso de expresién
génica a altas temperaturas en estas bacterias termoffli-
cas, se ha iniciado un estudio preliminar del paso ini -
cial de la transcripcifn, el reconocimiento y la interac-
cifn de la RNA polimerasa con un promotor termofflico.

El anflisis de esta etapa se basa en el ensayo de re
tencién del complejo RNA polimerasa-DNA en filtros de ni-
trocelulosa, utilizando fragmento de 900 pb que contie
ne Integro el gen de tRNA y que ha sido previamente
marcado in vitro con *H-GTP y DNA polimerasa I de E. coli.
Los ensayos de unifn se realizaron a 60°C y usando una ra
26n molar enzima: DNA de 50:1. -

Se determin® que la uni6n de la enzima al DNA es r&-
pida y permanece estable hasta por 30 minutos. La especi
ficidad de la interaccién se ensay$ incubando con KC1
100mM y analizando la estabilidad del complejo en presen—
cia de Rojo Congo, para discriminar interacciones no espe
cificas. Un anilisis preliminar para acotar la regién
del DNA que interactfia con la enzima se logr$ por micros—
copia electrfnica y un enfoque mis preciso por uso de en—
zimas de restriccifn que cortan en la regifn del promotor.
Se cbserv6 que la unifn estd dirigida gsgecificamente a
la regifn del promotor del gen de tRNA™ . Se sugiere un
factor i6nico en esta interaccifn, existiendo caracteris-
ticas similares a la unién de la enzima mesofflica, aun -
que la estabilidad del complejo a alta temperatura es mar
cadamente diferente. Financiado por DIUC (U. CatSlica),
Consejo Superior de Ciencias (CONICYT) y PNUD-UNESCO.

R-63

EFECTO IN-VIVO DE AFIDICOLINA SOBRE EL CICLO
CELULAR EN MERISTEMAS RADICULARES (In vivo e-
ffect of 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 in-
hibe especificamente a la DNA polimerasa alfa.
Recientemente se ha propuesto a esta droc¢a co-
mo un eficiente agente inductor de crecimiento
sincrénico, tanto en células animales como en
vegetales. Algunos autores han sugerido que
este compuesto bloquearia a las células en la
transicién Gq - S. Sin embargo, ultimamente
se ha publicado que también produciria acumula
cién de células en la fase G, del ciclo.

En el presente trabajo se ha estudiado el e-
fecto in-vivo de afidicolina en poblaciones de
células meristemiticas asincrénicas y sincréai
cas de la raiz de Allium cepa L., a fin de ana
lizar el efecto de esta droga sobre las distin
tas fases del ciclo proliferativo.

Los estudios realizados en células asincréni
cas muestran que afidicolina 60 uM en trata-
miento continuo, bloquea transitoriamente a las
células durante la fase S, sin presentar prefe
rerncia por momento particular alguno del perio
do replicativo.

El estudio realizado en células meristem&ti-
cas sincrénicas confirma el hecho que afidico-
lina inhibe especificamente la progresién de
las células durante el periodo S.

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

Convenio

COMPARACION NO EVOLUTIVA DE CITOCROMOS C. (Non evolu-
tive comparison between cytochrome C of different
species). Marfa Pieber. Bioftsica. Facultad de Cien-
clas Fisicas y Matemdticas. Universidad de Chile.

Se evalla y compara el nimero de diferencias amino-
actdicas de varios citocromos C con respecto al cito-
cromo C de]l hombre con las distancias de disimilitud
quimica aminoactdica y de codones. De esta comparacién
resulta una correlacidn lineal similar, tanto a nivel
de susticiones aminoacldicas como de codones. La pen
diente de las rectas indica que Tos cambios aminoacidi
cos observades y aquellos mis probables a nivel de co-
dones son en promedio cinco veces mis disimilares, que
st todas Tlas sustituciones observados hubiesen sido
exacta y quimicamente mds similares. La constancia con
Ta calidad quimica promedio para las substiciones obser
vadas y 1a de codones estimada a 1o largo de todas las
especies de cltocromos analizados, no permite visuali-
zar un mecanismo evolutivo molecular para el citocromo.
M4s aln, si los diferentes citocromos C se comparan en
términos de 1a similitud quimica global de toda la se-
cuencia 1ineal, se puede establecer claramente que es-
tas diferencias no correlacionan con el ndmero de dife-
rencias, con respectd al citocromo hombre sino mas bien
con el nimero de residuos que constituyen los diferen-
tes citocromos. Esta nueva correlacidn plantea la po-
stbilidad de generacidn independiente de citocromos.



