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-1-
I  n t r o d u o t i o n

G l y c o g e n  p h o s p h o r y l a s e  ( E . C . 2 . 4 . 1 . 1 )  c a t a l y s e s  t h e  

f o l l o w i n g  r e a c t i o n :

G l y c o g e n ^ n  g i u c o a e  u n i t s )  + p i * Gl y c ° S « i ( n - l  g l u c o s e  u n i t s ) ( 1 )
+

G l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  

A l t h o u g h  t h e  enzyme h a s  b e e n  I s o l a t e d  f r o m  n u m e r o u s  p l a n t  

and  a n i m a l  t i s s u e s ,  muoh o f  t h e  r e c e n t  w o rk  h a s  b e e n  c a r r i e d  

o u t  on  r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c l e  p h o s p h o r y l a s e  ( 1 ) *

I t  i s  known f r o m  t h e  w o rk  o f  C o r i  e t .  a l .  ( 2 )  t h a t  

r a b b i t  s k e l e t a l  m u s c le  p h o s p h o r y l a s e  e x i s t s  i n  two f o r m s :  

p h o s p h o r y l a s e  a ,  a  t e t r a m e r ,  w h i c h  i s  a c t i v e  I n  t h e  a b s e n o e  

o f  AMP, and p h o s p h o r y l a s e  b ,  a  d i m e r ,  w h i c h  i s  a c t i v e  o n l y  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  AMP, R e c e n t  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  I n ­

d i c a t e d  t h a t  p h o s p h o r y l a s e s  b and  a  h a v e  s u b u n i t  s i s e s  o f  

1 0 0 , 0 0 0 ,  and m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  2 0 0 , 0 0 0 ,  and  4 0 2 , 0 0 0  

r e s p e c t i v e l y  ( 3 ) .

K r e b s  and  F i s c h e r  ( 4 )  h a v e  shown t h a t  p h o s p h o r y l a s e  b 

c a n  be c o n v e r t e d  t o  p h o s p h o r y l a s e  a  i n  a  r e a c t i o n  t h a t  i s  

c a t a l y z e d  by  p h o s p h o r y l a s e  k i n a s e ,  and  r e q u i r e s  Mg-ATP.

The c o n v e r s i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b t o  g  i n v o l v e s  t h e  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  one s e r y l  r e s i d u e  p e r  s u b u n i t .  De­

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  s e r y l  r e s i d u e s  o f  p h o s p h o r y l a s e  a ,  

t h r o u g h  t h e  a c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  p h o s p h a t a s e ,  r e s u l t s  i n  

t h e  f o r m a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b  ( 5 ) .

G l y c o g e n  p h o s p h o r y l a s e  i s  a  c o m p le x  r e g u l a t o r y  enzym e
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c o n t a i n i n g  n u m e r o u s  s i t e s  t h a t  a r e  i n v o l v e d  e i t h e r  i n  

d e t e r m i n i n g  o r  c o n t r o l l i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme ( 6 ) .

A l l  known p h o e p h o r y l a s e e  c o n t a i n  one  mole  o f  PLP 

p e r  m ole  o f  enzyme s u b u n i t  ( 6 ) .  I t  i s  known t h a t  i n  

p h o s p h o r y l a s e  b ,  PLP i s  l i n k e d ,  by m eans  o f  i t s  c a r b o n y l  

g r o u p ,  t o  an  £ -a m in o  g r o u p  o f  a  l y s y l  r e s i d u e  ( 7 ) .  S p e c t r a l  

s t u d i e s  o f  S c h i f f  b a s e  d e r i v a t i v e s  o f  PLP i n  n o n a q u e o u s  

s o l v e n t s  h a v e  l e d  t o  t h e  p r o p o s a l  t h a t ,  a t  n e u t r a l  pH,

PLP i n  p h o s p h o r y l a s e  b i s  i n  a  h y d r o p h o b i c  e n v i r o n m e n t ,  

and i s  bou n d  t o  t h e  enzyme t h r o u g h  a  h y d r o g e n - b o n d e d  

S c h i f f  b a s e  s t r u c t u r e  ( 8 , 9 ) .  More r e c e n t l y ,  i n  a g r e e m e n t  

w i t h  e a r l i e r  p r o p o s a l s  ( 7 ) ,  H o n i k e l  and  Madsen ( 1 0 )  h a v e  

c o n c l u d e d  t h a t  PLP i s  c o v a l e n t l y  bound  t o  two g r o u p s  on 

p h o s p h o r y l a s e  b ,  i n  t h e  f o r m  o f  a  c a r b i n o l a m i n e - l i k e  

s t r u c t u r e .

R e g a r d l e s s  o f  t h e  n a t u r e  o f  PLP b o n d i n g  i n  n a t i v e  

p h o s p h o r y l a s e  b ,  i t  i s  known t h a t  u n d e r  a p p r o p r i a t e  c o n ­

d i t i o n s  t h e  coenzyme c a n  be  bound  t o  t h e  enzyme a s  a  S c h i f f  

b a a e  ( 1 1 ) .  R e d u c t i o n  o f  t h i s  S c h i f f  b a s e  w i t h  so d iu m  

b o r o h y d r i d e  l e a d s  t o  a n  enzyme w h ic h  h a s  a b o u t  60% o f  t h e  

a c t i v i t y  o f  t h e  n a t i v e  e n z y m e .  T h e s e  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  

t h e  c a r b o n y l  f u n c t i o n  o f  t h e  c o f a c t o r  c o u l d  n o t  s e r v e  a s  a  

c a t a l y t i c  g r o u p  ( 1 2 ) .

T h u s ,  t h e  f u n c t i o n  o f  PLP i n  p h o a p h o i y l a s e  i s  d i f f e r e n t  

f ro m  i t s  f u n c t i o n  i n  o t h e r  P L P - c o n t a i n i n g  e n zy m es  ( 6 ) .  

N e v e r t h e l e s s ,  PLP i s  i n d i s p e n s a b l e  f o r  t h e  c a t a l y t i c  a c t i v i t y
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o f  p h o s p h o r y l a s e  b ,  and  i t s  r e m o v a l  f r o m  t h e  e n z y m e ,  by 

d e n a t u r i n g  o r  d e f o r m i n g  a g e n t s  * c a u s e s  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  

enzyme i n t o  i n a c t i v e  monomers  ( 6 ) .

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  P I P  s i t e ,  e a c h  s u b u n i t  o f  p h o s p h o r y l a s e  

b c o n t a i n s  b i n d i n g  s i t e s  f o r  t h e  s u b s t r a t e s ,  g l u o o s e - l -  

p h o s p h a t e ,  and  g l y c o g e n ,  a s  w e l l  a s  a  b i n d i n g  s i t e  f o r  

t h e  m o d i f i e r ,  AMP ( 1 ) .

K i n e t i c  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  AMP a c t i v a t e s  

p h o s p h o r y l a s e  b by i n c r e a s i n g  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  ensym e f o r  

i t s  s u b s t r a t e s ,  g l y c o g e n ,  g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e , and P* ( 1 3 ) .  

F u r t h e r m o r e ,  t h e  b i n d i n g  o f  e a c h  s u b s t r a t e  c a u s e s  a n  i n ­

c r e a s e d  a f f i n i t y  o f  t h e  enzyme f o r  t h e  a c t i v a t o r ,  AMP. T h u s ,  

t h e r e  i s  h e t e r o t r o p i c  c o o p e r a t l v i t y  b e t w e e n  e a c h  s u b s t r a t e  

b i n d i n g  s i t e  and  t h e  AMP s i t e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  i s  

h e t e r o t r o p i c  c o o p e r a t l v i t y  b e t w e e n  t h e  u n l i k e  b i n d i n g  s i t e s  

f o r  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e s  ( 1 4 ) .  W h e re a s  h e t e r o t r o p i c  o o o p e r -  

a c t i v i t y  i s  r e a d i l y  o b s e r v e d ,  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t l v i t y  ( t h e  

a b i l i t y  o f  a  s u b s t r a t e  t o  c a u s e  a n  i n c r e a s e  i n  a f f i n i t y  f o r  

i t s e l f )  i s  more d i f f i c u l t  t o  d e m o n s t r a t e  ( 1 4 ) .

E x t e n s i v e  s t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  on  g l y c o g e n  

p h o s p h o r y l a s e  i n  a n  e f f o r t  t o  u n d e r s t a n d  how t h e  enzyme 

m e d i a t e s  t h e  c o o p e r a t i v e  e f f e c t s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  a n d  i n  

o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  s i t e s  on  t h e  enzyme a r e  i n v o l v e d .  

C h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  o f  am in o  a c i d  s i d e  c h a i n s  o f  

p h o s p h o r y l a s e  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  l y s y l  and  s u l f h y d r y l  

r e s i d u e s  p l a y  a  r o l e  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  s t r u c t u r e  and
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f u n c t i o n  o f  t h e  enzyme ( 1 4 ) .

Vang a n d  Tu  ( 1 5 )  m o d i f i e d  p h o s p h o r ? l a a e  b w i t h  

g l u t a r a l d e h y d e  and o b t a i n e d  ensyme d e r i v a t i v e s  c o n t a i n i n g  

7 t o  11 m o d i f i e d  am ino  g r o u p s .  K i n e t i c  s t u d i e s  o f  t h e s e  

d e r i v a t i v e s  I n d i c a t e d  t h a t  t h e  h o m o t r o p i c  o o o p e r a t i v i t y  o f  

AMP s i t e s  was  a b o l i s h e d , a nd  t h e r e  was a  d e c r e a s e  i n  t h e  

maximum v e l o c i t y  o f  t h e  e n z y m e .  F u r t h e r  s t u d i e s  i n d i c a t e d  

t h a t  h o m o t r o p i o  c o o p e r a t l v i t y  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  s i t e s  

was a l s o  a b o l i s h e d  i n  t h e  g l u t a r a l d e h y d e - m o d i f i e d  e n z y m e ,  

b u t  n o  e f f e c t  on  h e t e r o t r o p i c  c o o p e r a t l v i t y  was o b s e r v e d  ( 1 6 ) .

F a s o l d  a t  a l .  ( 1 7 )  c o m p l e t e l y  i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b

w i t h  d i n i t r o f l u o r o b e n z e n e  a t  pH 6 .5 *  and  f o u n d  t h a t  one  l y s y l

r e s i d u e  p e r  monomer was d i n i t r o p h e n y l a t e d . B i n d i n g  s t u d i e s

on t h e  m o d i f i e d  enzyme i n d i c a t e d  t h a t  t h e  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t *
-5

Kd i s '  ^ o r  waB a s  co m p a red  w i t h  5 X 10 M f o r  n a t i v e

p h o s p h o r y l a s e  b .  The a f f i n i t y  o f  t h e  d i n i t r o p h e n y l a t e d  enzyme 

f o r  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  and g l y c o g e n  was t h e  same a s  t h a t  o f  

t h e  n a t i v e  e n z y m e .

I t  h a s  b e e n  shown r e c e n t l y  t h a t  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b ,  

w h i c h  c o n t a i n s  one  m ole  o f  PLP p e r  s u b u n i t ,  c a n  i n c o r p o r a t e  

one a d d i t i o n a l  mole  o f  PLP p e r  m o le  o f  s u b u n i t  ( 1 8 ) .  R e d u c t i o n  

o f  P L P - p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  y i e l d s  a  s t a b l e  

d e r i v a t i v e  w h i c h  e x h i b i t s  f l u o r e s c e n c e  s p e c t r a  c h a r a c t e r i s t i c  

o f  a  p y r i d o x a m i n e  d e r i v a t i v e .  K i n e t i c  s t u d i e s  o f  t h i s  

m o d i f i e d  enzyme i n d i c a t e  t h a t  h o m o t r o p i c  i n t e r a c t i o n s  b e ­

t w e e n  AMP s i t e s  a r e  a b o l i s h e d ,  and  t h e  h o m o t r o p i c  c o o p e r a c t i v i t y
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o f  s u b s t r a t e  s i t e s  i s  a l t e r e d  ( 1 9 ) .

The -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  w e re  f i r s t  s t u d i e d  by 

U a d se n  and  C o r i  ( 2 0 - 2 2 ) .  T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  show ad t h a t  

t h e  r e a c t i o n  o f  1 3 -1 4  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  £  w i t h  

t h e  m e r c u r i a l ,  PMB, l e d  t o  c o m p l e t e  i n a c t i v a t i o n  o f  

p h o s p h o r y l a s e  a ,  and d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  p h o s p h o r y l a s e  a  

t e t r a i n e r  i n t o  m o n o m e rs .  C o m p a r a b le  r e s u l t s  w e re  o b t a i n e d  

w i t h  p h o s p h o r y l a e e  b .

B a t t e l l  e t  a l ,  ( 2 3 )  s t u d i e d  t h e  r e a c t i v i t y  o f  t h e  -SH 

g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  a  v a r i e t y  o f  -SH r e a g e n t s ,  

b o t h  i n  t h e  p r e s e n c e  and  a b s e n c e  o f  d e n a t u r i n g  a g e n t s .  T h i s  

s t u d y  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  t i t r a t a b l e  -SH g r o u p s  

v a r i e d  w i t h  d i f f e r e n t  -SH r e a g e n t s .  M o r e o v e r ,  -SH t i t r a t i o n s  

w i t h  t h e  same r e a g e n t  g a v e  d i f f e r e n t  r e s u l t s  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  d i f f e r e n t  d e n a t u r i n g  a g e n t s .  C y s t e i c  a c i d  d e t e r m i n a t i o n s  

on p e r f o r a t e  a c i d - o x i d i s e d  p h o s p h o r y l a s e  b showed t h a t  e a c h  

p h o s p h o r y l a s e  b monomer c o n t a i n s  9 -SH g r o u p s .

A n a l y s i s  o f  t h e  p e p t i d e  m i x t u r e  o b t a i n e d  a f t e r  r e a c t i o n  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b  w i t h  r a d i o a c t i v e  i o d o a c e t a m i d e  and  p e p s i n  

d i g e s t i o n ,  i n d i c a t e d  t h a t  o n l y  9 u n i q u e  c y s t e i n e - c o n t a i n i n g  

p e p t i d e  s e q u e n c e s  a r e  p r e s e n t  p e r  m ole  o f  p h o s p h o r y l a s e  b  

monomer ( 2 4 ) .  S i n c e  t h e r e  a r e  9 -SH g r o u p s  p e r  s u b u n i t  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b ,  t h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  v i e w  t h a t  t h e  

s u b u n i t s  a r e  i d e n t i o a l .

The r e a c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  0 . 0 1  M i o d o a c e t a m i d e  

l e a d s  t o  a l m o s t  c o m p l e t e  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  ensyme ( 2 3 ) .
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E x t e n s i v e  s t u d i e s  o f  t h i s  r e a c t i o n  h av e  I n d l o a t e d  t h a t  2 

t o  3 -SH g r o u p s  p e r  d i m e r  o f  p h o s p h o r y l a s e  b a r e  r a p i d l y  

a l k y l a t e d  w i t h  no  l o s a  i n  enzyme a c t i v i t y ,  w h i l e  t h e  s l o w e r  

a l k y l a t i o n  o f  a n  a d d i t i o n a l  4 -SH g r o u p s  p e r  d i m e r  l e a d s  t o  

a l m o s t  c o m p l e t e  l o s s  o f  a c t i v i t y  and  m o n o m e r l z a t l o n  ( 2 5 - 2 7 ) .

I t  h a s  b e e n  shown t h a t  t h e  s l o w l y  r e a c t i n g  -SH g r o u p s  

b e l o n g  t o  two u n i q u e  am ino  a c i d  s e q u e n c e s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b ,  

w h i c h  hav e  b e e n  d e s i g n a t e d  a s  p e p t i d e  N and  p e p t i d e  A ( 2 5 ) .  

F u r t h e r m o r e , t h e  r a t e  o f  a l k y l a t i o n  o f  p e p t i d e  N c o u l d  be 

c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  l o s s  o f  enzyme a c t i v i t y  a n d  d i s s o c i a t i o n  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b d i m e r  i n t o  monomers ( 2 6 ) .  T h e s e  r e s u l t s  

s u g g e s t  t h a t  t h e  a l k y l a t i o n  o f  o n l y  one -SH g r o u p  p e r  monomer 

o f  p h o s p h o r y l a s e  b i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l o s s  o f  a c t i v i t y ,  

and  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  enzyme i n t o  monomers ( 2 6 ) .

F u r t h e r  s t u d i e s  on t h e  2 t o  3 -SH g r o u p s  w h i c h  a r e  

r a p i d l y  a l k y l a t e d  by i o d o a c e t a m i d e  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e s e  

-3H g r o u p s  b e l o n g  t o  two u n i q u e  am ino  a c i d  s e q u e n c e s  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b ,  d e s i g n a t e d  a s  p e p t i d e s  B-j and  B2 ( 2 7 ) .  

A l k y l a t i o n  o f  t h e s e  -SII g r o u p s  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  d o e s  n o t  

l e a d  t o  l o s s  o f  enzyme a c t i v i t y  ( 2 7 ) ,  and  a p p a r e n t l y  d o e s  

n o t  c h a n g e  t h e  a l l o s t e r i c  r e s p o n s e  o f  p h o s p h o r y l a s e  b t o  

AMP, ATP, o r  g l u c o s e  - 1 -  p h o s p h a t e  ( 2 5 ) .

Gold ( 2 8 )  h a s  shown t h a t  o h l o r o d i n i t r o b e n z e n e  o r  

f l u o r o d i n i t r o b e n z e n s  r e a c t  r a p i d l y  w i t h  4 -SH g r o u p s  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b d i m e r .  K i n e t i c  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  

t h a t  t h e  m a j o r  e f f e c t  o f  d i n i t r o p h e n y l a t i o n  on p h o s p h o r y l a s e  b 

i s  t o  d e c r e a s e  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  enzyme f o r  AMP and
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g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e . I s o l a t i o n  o f  t h e  r a d i o a o t i v e  

d i n l t r o p h e n y l  p e p t i d e s ,  a f t e r  e n z y m a t i c  d i g e s t i o n  o f  

d i n i t r o p h e n y l a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  h a s  l e d  Gold  ( 2 8 )  t o  

c o n c l u d e  t h a t  t h o s e  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b w h i c h  

r e a c t  w i t h  o h l o r o d i n i t r o b e n z e n e  a r e  t h e  same a s  t h o s e  w h i c h  

r e a c t  r a p i d l y  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  ( 2 9 ) #  The e x a c t  n u m b e r  o f  

r a p i d l y  r e a c t i n g  -SH g r o u p s  t h a t  r e a c t  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  

o r  c h l o r o d i n i t r o b e n z e n e  v a r i e s  w i t h  d i f f e r e n t  ensyme 

p r e p a r a t i o n s ,  and  w i t h  t h e  a ge  o f  a  p a r t i c u l a r  enzyme 

p r e p a r a t i o n  ( 2 7 ,  2 9 ) .

K a s t e n s c h m i d t  e t  a l .  ( 3 0 )  h a v e  r e a c t e d  p h o s p h o r y l a s e  b 

w i t h  DTNB, a  r e a g e n t  t h a t  f o r m s  m ixed  d i s u l f i d e s  w i t h  -SH 

g r o u p s .  T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  i s o l a t e d  a  p h o s p h o r y l a s e  b 

d i m e r  w h i c h  c o n t a i n e d  u p  t o  3 . 2  m o d i f i e d  -SH g r o u p s .  K i n e t i c  

s t u d i e s  on t h i s  m o d i f i e d  enzyme i n d i c a t e d  t h a t  t h e  maximum 

v e l o c i t y  o f  t h e  enzyme was u n c h a n g e d , b u t  t h e  h o m o t r o p i c  

c o o p e r a t l v i t y  o f  A1TP s i t e s  was a b o l i s h e d .  I t  i s  n o t  c l e a r  

w h e t h e r  DTNB r e a c t s  w i t h  t h e  same r a p i d l y  r e a c t i n g  -SH g r o u p s  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b t h a t  r e a c t  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  ( 1 4 ) .

A l k y l a t i o n  o f  t h e  r a p i d l y  r e a c t i n g  -SH g r o u p s  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  

d o e s  n o t  l e a d  t o  t h e  c h a n g e s  i n  k i n e t i c  p r o p e r t i e s  t h a t  o c c u r  

when t h e  enzyme i s  r e a c t e d  w i t h  DTNB o r  c h l o r o d i n i t r o b e n z e n e  

( 2 5 ) ,  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  k i n e t i c  d i f f e r e n c e s  

may be due  t o  t h e  d i f f e r e n t  n a t u r e  o f  t h e  s u b s t i t u t i n g  

g r o u p s  ( 2 9 ) .

A l t h o u g h  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  r a p i d l y  r e a c t i n g
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-SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b and a l l o s t e r l c  c o n t r o l  o f  

enzyme a c t i v i t y  i s  n o t  y e t  k n o w n ,  t h e i r  r e a c t i v i t y  w i t h  

v a r i o u s  r e a g e n t s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e y  a r e  f u l l y  e x p o s e d  on  

t h e  enzyme s u r f a c e  ( 2 3 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  

-SH g r o u p s  may fo r m  i n t r a m o l e c u l a r  o r  i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  

b o n d s  i n  v i v o . and  may h a v e  a n  a f f e c t  on  t h e  r e g u l a t i o n  o f  

enzyme a c t i v i t y  ( 2 3 ,  2 5 ) .  I n  s u p p o r t  o f  t h i s  h y p o t h e s i s  

i s  t h e  f i n d i n g  t h a t  a g g r e g a t e s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b ,  w h i c h  

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

s o m e t i m e s  s e e n  i n  t h e  u l t r a c e n t r i f u g e  ( 2 0 ) .

I n  sum m ary ,  o f  t h e  18 -3H g r o u p s  p r e s e n t  p e r  m o l e c u l e  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b  d i m e r ,  3 t o  4 r e a c t  r a p i d l y  w i t h  v a r i o u s  

r e a g e n t s  and  may h a v e  a  r e g u l a t o r y  f u n c t i o n ,  w h i l e  4 

a d d i t i o n a l  -SH g r o u p s  r e a c t  more s l o w l y  w i t h  i o d o a c e t a m i d e .

As i n d i c a t e d  p r e v i o u s l y ,  t h e  r a t e  o f  a l k y l a t i o n  o f  t h e  

s l o w l y - r e a c t i n g  -SH g r o u p s  o f  p e p t i d e  N h a s  b e e n  c o r r e l a t e d  

w i t h  t h e  r a t e  o f  enzyme i n a c t i v a t i o n  and t h e  r a t e  a t  w h ic h  

t h e  enzyme d i s s o c i a t e s  i n t o  monomers ( 2 6 ) .  The r o l e  o f  t h e  

o t h e r  two s l o w l y  r e a c t i n g  -SH g r o u p s  o f  p e p t i d e  A i n  t h e  

s t r u c t u r e  and  f u n c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b i s  n o t  known ( 2 6 ) ,

I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  a r e  a p p r o x i m a t e l y  10 o t h e r  -SH g r o u p s  p e r  

m o l e c u l e  o f  p h o s p h o r y l a s e  b d i m e r  w h ic h  do n o t  r e a d i l y  r e a c t  

w i t h  v a r i o u s  -SH r e a g e n t s  u n l e s s  t h e  enzyme i s  d e n a t u r e d  ( 2 3 ) .  

The f u n c t i o n  o f  t h e s e  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b i s  a l s o  

u nk no w n .  A n e e d  f o r  c l a r i f i c a t i o n  o f  t h e  r o l e  o f  -SH g r o u p s  

i n  t h e  s t r u c t u r e  and f u n c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b i s ,  t h e r e f o r e ,
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a p p a r e n t .

The g e n e r a l  p u r p o s e  o f  t h e  f o l l o w i n g  s t u d y  was  t o  

s e l e c t i v e l y  m o d i f y  p a r t i c u l a r  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b 

and t o  c o r r e l a t e  t h e  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e s e  -SH g r o u p s  w i t h  

p o s s i b l e  c h a n g e s  I n  t h e  s t r u c t u r e  a n d / o r  a c t i v i t y  o f  t h e  

e n z y m e .

The b e s t  k i n d  o f  m o d i f y i n g  a g e n t  a p p e a r e d  t o  be  a  m i l d  

o x i d i z i n g  a g e n t  w h i c h  c o u l d  o x i d i z e  -SH g r o u p s  o f  phOB- 

p h o r y l a s e  b t o  d i s u l f i d e  g r o u p s .  R e a s o n s  f o r  s u c h  a  c h o i c e  

i n c l u d e d  t h e  f o l l o w i n g :  1) The f o r m a t i o n  o f  d i s u l f i d e  b o n d s

i n  p r o t e i n s  r e q u i r e s  p r o p e r  s p a t i a l  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  r e ­

a c t i n g  -SH g r o u p s  ( 3 1 ) ,  so  t h a t  a l i m i t e d  n u m b e r  o f  -SH 

g r o u p s  w ou ld  be e x p e c t e d  t o  r e a c t  i n  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b ,

2) I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r a p i d l y  r e a c t i n g  -SH 

g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b may h a v e  a  r e g u l a t o r y  r o l e  d e p e n d e n t  

on t h e  f o r m a t i o n  o f  i n t e r m o l e c u l a r  o r  i n t r a m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  

b o n d s  ( 2 3 ,  25)*

The o x i d a t i o n  o f  t h i o l s  t o  d i s u l f i d e s  p r o c e e d s  a c c o r d i n g  

t o  t h e  f o l l o w i n g  g e n e r a l  e q u a t i o n :

2 RSH + X = R3SR + XH2 ( 2 )

w h e r e ,  X, i s  a  h y d r o g e n  o r  e l e c t r o n  a c c e p t o r  ( 3 2 ) .  O x i d a n t s  

e m p lo y e d  i n  t h i s  r e a c t i o n  h a v e  i n c l u d e d  m e t a l  I o n s ,  i n  t h e  

p r e s e n c e ,  o r  a b s e n c e  o f  o x y g e n ,  i o d i n e ,  t e t r a t h i o n a t e  and

o - i o d o s o b e n z o i o  a c i d  ( 3 2 ) .

The a i r  o x i d a t i o n  o f  t h i o l s  t o  d i s u l f i d e s  p r o c e e d s  

r a p i d l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b a s i c  c a t a l y s t s  ( 3 3 ) .  The
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f o l l o w i n g  c o u r s e  o f  b a s e - o a t a l y z e d  t h i o l  o x i d a t i o n  o a n  

be v i s u a l i z e d  ( 3 3 ) :

RSH + R ' 0 “ = R5“ + R 1OH (R* -  H o r  a l k y l )  ( 3 )

The t h i o l a t e  i o n  r e a c t s  w i t h  0 2 v i a  a n  e l e c t r o n  t r a n s f e r  

m e c h a n i sm  t o  g i v e  t h i y l  r a d i c a l  and p e r o x i d e  i o n .

RS" + *02* — ^  R S • + *02“ ( 4 )

D i m e r i z a t i o n  o f  t h e  t h i y l  r a d i c a l s  l e a d s  t o  t h e  d i s u l f i d e .

2 RS*  RSSR ( 5 )

The p e r o x i d e  i o n  f o r m e d  i n  e q u a t i o n  4 c a n  a l s o  o x i d i z e  t h e  

t h i o l  a s  I n d i c a t e d  b e l o w .

RSH + *02" — ► RS* + H02 " ( 6 )

RSH + H02“ — RS* + HO-  + *0H ( 7 )

W a l l a c e  e t  a l . ( 3 4 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  b a s e - c a t a l y s e d  o x i d a t i o n  

o f  a  l a r g e  n u m b er  o f  t h i o l s  o f  d i f f e r e n t  s t r u c t u r e  and  

a c i d i t y .  T h ee e  s t u d i e s  i n d i o a t e d  t h a t  a l i p h a t i o  t h i o l s  a r e  

o x i d i z e d  t o  d i s u l f i d e s  more r e a d i l y  t h a n  a r o m a t i c  t h i o l s .

The o x i d a t i o n  o f  c y s t e i n y l  r e s i d u e s  i n  p r o t e i n s  so m e ­

t i m e s  l e a d s  t o  o x i d a t i o n  p r o d u c t s  o t h e r  t h a n  d i s u l f i d e ;  

s u c h  o x i d a t i o n  p r o d u c t s  a r e  n o t  u s u a l l y  i d e n t i f i e d  ( 3 3 ) .  

S t u d i e s  on t h e  o x i d a t i o n  o f  m o d e l  com pounds  p r o v i d e  

i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  k i n d  o f  p r o d u c t s  t h a t  m i g h t  

r e s u l t  when c y s t e i n y l  r e s i d u e s  i n  p r o t e i n s  a r e  o x i d i z e d .

Two p a t h w a y s  f o r  t h e  o x i d a t i o n  o f  d i s u l f i d e s  by  S-S  

f i s s i o n  a r e  p o s s i b l e  i n  h y d r o x y l i c  s o l v e n t s  ( 3 6 ) :
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R-SO-SR R-SO-SOR r s o 2 *sor R *S02 «S02*H

r s o 2 *s r

RS-SR

V
2 R-50H — ► 2 RS02H ----► 2 RSO^H

I n  p a th w a y  A, c o m p l e t e  o x i d a t i o n  p r e c e d e s  h y d r o l y t i c  f i s s i o n  

o f  t h e  d i s u l f i d e  b o n d .  I n  p a th w a y  B t d i s u l f i d e  f i s s i o n  

p r e c e d e s  o x i d a t i o n .

C y s t i n e  3 -m o n o x id e  (C y .S O *S -C y )  c a n  be  o b t a i n e d  by  

o x i d i s i n g  c y s t i n e  (Cy*S*S*Cy) w i t h  p e r f o r a t e  a o i d  i n  d i l u t e  

s u l f u r i c  a c i d  a t  0 ° C . A queous  s o l u t i o n s  o f  c y s t i n e  S -m o n o x id e  

a r e  g e n e r a l l y  u n s t a b l e ;  t h e  e v e n t u a l  p r o d u c t s  o f  h y d r o l y s i s  

a t  o r d i n a r y  t e m p e r a t u r e s  a r e  c y s t i n e  and  a l a n i n e - 3 - s u l f i n i c  

a c i d  ( 3 6 ) .

3 Cy*S0*3*Cy + H20 ■■ > 2 Cy«S02 »H + 2 C y» S *3 'C y

C y s t i n e  S - m o n o x id e  r e a c t s  w i t h  o r g a n i c  m e r c u r i a l s  a t  

pH 3 - 7  g i v i n g  t h e  m e r c a p t i d e  and  a l a n i n e - 3 - s u l f i n i o  a o i d  ( 3 7 ) .  

T h i o l s  r e a c t  r e a d i l y  w i t h  c y s t i n e  S -m o n o x id e  a t  pH 3 - 6  t o  

y i e l d  c y s t i n e  ( 3 6 ) .  C y s t i n e  S - m o n o x id e  i s  known t o  r e a c t  

w i t h  s u l f i t e  o v e r  a  w id e  r a n g e  o f  pH ( 2 - 9 )  t o  g i v e  t h e  

3 - s u l f o n a t e  ( 3 7 ) ,

Cy*30*3*Cy + 2 HSO^~ ■ » 2 Cy'SSO-j + H20

At pH 0 - 1  c y s t i n e  S - m o n o x id e  d i s p r o p o r t i o n a t e e  t o  

fo r m  c y s t i n e  d i o x i d e  (C y * S 0 2 *s*Cy) a n d  c y s t i n e  ( 3 8 ) ,



-12-
2 Cy»SO»S*Cy — Cy*S02 «S»Cy + Cy»S*S»Cy 

C y s t i n e  d i o x i d e  c a n  a l s o  be  s p l i t  by  s u l f i t e  t o  y i e l d  

c y s t e i n e  S - S u l f o n a t e  and  a l a n i n e - 3 - s u l f  i n i  c a c i d  ( 5 6 ) .  

Cy*S02 *S*Cy + S 0 ^ “ — ► C y .S * S 0 3 '  + C y S 0 2"

W h i le  o x i d a t i o n  o f  d i s u l f i d e s  c a n  l e a d  t o  a  v a r i e t y  

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

c o r r e s p o n d i n g  t h i o l .  T h i e  r e a c t i o n  a p p e a r s  t o  i n v o l v e  

a  t w o - s t e p  i o n i c  d i s p l a c e m e n t  ( 5 9 ) .

R i-SH + R2- 3 - S - R 2 * R1 - S - S ~ R 2 * R2-SH ( 3 )

R1- S - S - R 2 + R1 -SH -  R j - S - 3 - R i  + R2SH ( 4 )

I n  a d d i t i o n ,  d i s u l f i d e s  c a n  be s p l i t  by n u c l e o p h i l e s  

s u c h  a s  CN“ o r  3 0 ^ ” ( 4 0 ) .  The r e a c t i o n  o f  a  d i s u l f i d e  

w i t h  s u l f i t e  i s  r e v e r s i b l e  and  p r o c e e d s  a s  f o l l o w s  ( 4 0 ) :

R - S - 3 - R  + S03“ = R - S " + R -3 -SO3-  ( 5 )

A l t h o u g h  i n  t h i s  r e a c t i o n  o n l y  h a l f  o f  t h e  o r i g i n a l  

d i s u l f i d e  i s  c o n v e r t e d  t o  t h e  3 - e u l f o n a t e , R - S - S 0 3 ” , t h e  

a d d i t i o n  o f  a n  a p p r o p r i a t e  o x i d i z i n g  a g e n t  c a u s e s  o x i d a t i o n  

o f  t h e  p r o d u c t  t h i o l  i n  e q u a t i o n  4 ,  s o  t h a t  u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s  a l l  t h e  d i s u l f i d e  c a n  be c o n v e r t e d  t o  t h e  

S - e u l f o n a t e , a c c o r d i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n s :

r - S - S - R  + 2 SO-j* » 2 R-S-SOt,” + 2e ( 6 )

2e + o x i d a n t  ■ r e d u c t a n t  ( 7 )

T h i s  t w o - s t e p  r e a c t i o n ,  e m p l o y i n g  s u l f i t e  and  an  o x i d a n t ,

h a s  b e e n  t e r m e d  " o x i d a t i v e  s u l f i t o l y a i s "  by  L e a c h  a n d  Swan ( 4 1 ) .

T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  s t u d i e d  t h e  o x i d a t i v e  s u l f i t o l y a i s  

o f  c y s t i n e ,  i n s u l i n ,  and  k e r a t i n s  ( 4 1 ,  4 2 ) .  O x i d a t i v e



-IV
a n a l f i t o l y s i s  o f  c y s t i n e  h a s  b e e n  shown t o  p r o c e e d  r e a d i l y  

w i t h  Cu2 + , o r  l tn ^ + i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a t m o s p h e r i c  o x y g e n  ( 4 1 ) .

The o x i d a t i v e  s u l f i t o l y e i s  o f  i n s u l i n  i s  e f f e c t i v e l y  

c a t a l y z e d  by  Cu2+ I n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a t m o s p h e r i c  

o x y g e n  ( 4 2 ) .

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

S - e u l f o n a t i o n  o f  c y s t e i n e  r e s i d u e s  i n  r a b b i t  m u s c l e  a l d o l a s e  ( 4 3 ) .  

The S - e u l f o n a t e d  a l d o l a s e  i s  i n a c t i v e ,  b u t  c a n  be  c o m p l e t e l y  

r e a c t i v a t e d  w i t h  m e r c a p t o e t h a n o l .

I n  t h e  f o l l o w i n g  B t u d y ,  t h e  f i r s t  g r o u p  o f  e x p e r i m e n t s  

i s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  Mn2 + , s u l f i t e ,  an d  a t m o s p h e r i c  o x y g e n .  The s e c o n d  

s e t  o f  e x p e r i m e n t s  d e a l s  w i t h  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s ­

p h o r y l a s e  b by Cu^+ .

The t h i r d  g r o u p  o f  e x p e r i m e n t s  i s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  

r e a c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e .  E v i d e n c e  

i s  p r e s e n t e d  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  r e a g e n t  i n a c t i v a t e s  

p h o s p h o r y l a s e  b by o x i d i z i n g  t h o s e  -SH g r o u p s  t h a t  r e a c t  

r a p i d l y  w i t h  i o d o a c e t a m i d e .
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Mate r i a l s  and  M e th o d s  

The s o d i u m - P - g l y c e r o p h o s p h a t e  ( C a lb i o c h e m )  u s e d  f o r  t h e  

p r e p a r a t i o n  o f  b u f f e r  s o l u t i o n s  w h i c h  d i d  n o t  c o n t a i n  EDTA 

was f r e e d  o f  t r a c e  m e t a l  i o n s .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  s o d i u m -  -  

g l y c e r o p h o s p h a t e  ( 2 0 0 g . )  was d i s s o l v e d  i n  a  f i n a l  vo lum e  

o f  3 0 0 m l .  o f  w a t e r ,  a n d  s t i r r e d  w i t h  a  s l u r r y  ( 1 0 - 1 5  m l . )  

o f  Dower 50W-X8, i n  t h e  so d iu m  f o r m ,  f o r  10 m i n u t e s .  A f t e r  

f i l t r a t i o n ,  t h e  s o d i u m - / 3 - g l y c e r o p h o s p h a t e  was  c r y s t a l l i z e d  

f r o m  33% e t h a n o l - w a t e r .

O y s t e r  g l y c o g e n  ( C a l b i o c h e m )  was p u r i f i e d  a c c o r d i n g  t o  

t h e  m e tho d  o f  Somogyi  ( 4 4 ) .

o - I o d o s o b e n z o i c  a c i d  (Mann) was p u r i f i e d  a s  d e s c r i b e d  

by  C h i n a r d  and H e l l e r m a n  ( 4 5 ) .  S t o c k  s o l u t i o n s  o f  o -  

i o d o s o b e n z o a t e  ( 0 . 1  M) w ere  p r e p a r e d  i n  0 , 1  M NaOH.

^ S - L a b e l e d  a o d iu m  s u l f i t e  ( l o t  6 5 9 - 1 5 2 ) ,  w h i c h  had  

a n  i n i t i a l  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  27 mC/mmolef and  1 - ^ C - i o d o -  

a c e t a m i d e  ( l o t  2 5 2 - 1 5 2 ) #  w i t h  a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  3 . 1

mC/mmole , w e re  p u r c h a s e d  f r o m  New E n g l a n d  N u c l e a r  C o r p .
141 -  C - L a b e l e d  i o d o a c e t a m i d e  was d i s s o l v e d  i n  h o t  w a t e r ,  

and  c r y s t a l l i z e d  w i t h  a n  e x c e s s  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  i o d o -  

a c e t a m i d e  ( C a l b i o c h e m ) ,  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  r e ­

c r y s t a l l i z e d  f r o m  w a t e r .

I m i d a z o l e  ( B a k e r  C h e m i c a l  C o . )  was r e c r y s t a l l i z e d  f r o m  

e t h y l  a o e t a t e .  G l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e , d i p o t a s s i u m  s a l t ,  AMP, 

DTNB, and b o v i n e  s e ru m  a l b u m i n  w e re  A g r a d e ,  and  w e re  

o b t a i n e d  f r o m  C a l b i o c h e m .  A l l  o t h e r  c h e m i c a l s  w e re  o f  t h e  

h i g h e s t  g r a d e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e .
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P h o s p h o r y l a s e  b was p r e p a r e d  f r o m  f r o s e n  r a b b i t  

s k e l e t a l  m u s c l e  ( P e l - F r e e z  B i o l o g i c a l s ,  I n c . )  by  t h e  

m e th o d  o f  F i s c h e r  a n d  K r e b s  ( 4 6 )  a s  m o d i f i e d  by  DoLange 

e t  a l .  ( 4 7 ) ,  e x c e p t  t h a t  0 . 0 0 5  M d i t h i o t h r e i t o l  r e p l a c e d  

m e r c a p t o e t h a n o l . The  enzyme was r e o r y s t a l l i z e d  t h r e e  

t i m e s  a f t e r  p r e p a r a t i o n ,  and w e e k l y  t h e r e a f t e r  a s  d e ­

s c r i b e d  by Gold  ( 2 9 ) .

Rem oval  o f  AMP f r o m  P h o e p h o r y l a s e  b,

I n  o r d e r  t o  rem ove  AMP, an d  d i t h i o t h r e i t o l ,

enzyme c r y s t a l s  w e re  c e n t r i f u g e d  o u t  o f  s u s p e n s i o n ,  

d i s s o l v e d  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r ,  and  p a s s e d  t h r o u g h  

3 e p h a d e x  G-25 ( - 9  x 23 om .)  e q u i l i b r a t e d  w i t h  t h e  same 

b u f f e r .  F o r  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  p h o s p h o r y l a s e  was t o  be 

i n a c t i v a t e d  w i t h  Mn^+ and  s u l f i t e ,  t h e  b u f f e r  was 0 . 0 5  M 

s o d i u m - j J - g l y c e r o p h o s p h a t e  (pH 6 . 7 ) ,  e q u i l i b r a t e d  w i t h  

n i t r o g e n  ( M a t h e s o n ,  p r e p u r i f i e d ) .  A b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  

0 . 0 3  M l m i d a z o l e - H C L - 1  x 10"'* M EDTA (pH 7 . 2 )  was u s e d  f o r  

s t u d i e s  d e a l i n g  w i t h  Cu^+ i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b .

When p h o s p h o r y l a s e  b_  was o x i d i s e d  w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e , 

t h e  b u f f e r  was 0 . 0 5  M so d iu m  b a r b i t a l - 0 . 0 0 1  M EPTA (pH 8 . 0 ) .  

D e t e r m i n a t i o n  o f  P r o t e i n  C o n c e n t r a t i o n .

The p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a m p l e s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b 

o r  3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b was d e t e r m i n e d ,  a f t e r  

d i l u t i o n  w i t h  w a t e r ,  f r o m  t h e  a b s o r b a n c e  a t  28Qnm. P r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s  w ere  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t ,
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E 1^  = 1 3 . 1  a t  280nm ( 3 ) .

P h o s p h o r y l a s e  b  A aaaya .

R o u t i n e  a s s a y s  o f  enzyme a c t i v i t y  w e re  c a r r i e d  o u t  

a c c o r d i n g  t o  t h e  z e r o  o r d e r  m e tho d  o f  H e d r i c k  and  P i s c h e r  

( 4 8 ) .  The b u f f e r  u e e d  f o r  d i l u t i o n  o f  enzym e a a m p le a  

c o n a i a t e d  o f  0 . 1  M m a l e a t e - 0 .0 0 2  M EDTA- l m g . / m l .  BSA 

(pH 6 . 5 ) .  The a u b a t r a t e  a o l u t i o n  c o n s i s t e d  o f  0 .15M 

g l u c o s e - l - p h o s p h a t e , 2% g l y c o g e n ,  0 . 0 0 2  M AMP, and 0 , 1  M 

m a l e a t e  (pH 6 . 5 ) .  The enzyme a s s a y  was i n i t i a t e d  by 

p i p e t t i n g  0 , 2  m l .  o f  a u b a t r a t e  s o l u t i o n ,  a t  3 0 ° C . ,  i n t o  

a l a r g e  t e a t  t u b e  c o n t a i n i n g  0 . 2  m l .  o f  enzyme s o l u t i o n  

a t  3 0 ° C , The enzyme r e a c t i o n  was s t o p p e d  a f t e r  5 m i n u t e s  

by a d d i t i o n  o f  8 . 0  m l .  o f  .0 64  N s u l f u r i c  a c i d .  I n o r g a n i c  

p h o s p h a t e  was d e t e r m i n e d  by t h e  m e th o d  o f  P i s k e  and 

OubbaRow ( 4 9 )  e x c e p t  t h a t  0 . 9  m l .  o f  5 N HpSO^ c o n t a i n i n g  

2 .78 '£  ammonium m o l y b d a t e  was a d d e d  t o  t h e  a c i d i f i e d  enzyme 

a o l u t i o n ,  i n s t e a d  o f  1 . 0  m l .  5 N HpSO^ and 1 . 0  m l .  o f  

ammonium m o ly b d a t e  a o l u t i o n .  Enzyme a c t i v i t y  was e x p r e s s e d  

a s m o l e s  o f  p h o s p h a t e  fo rm ed  p e r  m i n u t e  p e r  mg, o f  e n z y m e .

Enzyme a c t i v i t i e s  w e re  a l s o  m e a s u r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  

m e tho d  o f  C o r i  e t  a l .  ( 2 ) ,  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  k i n e t i c  

c o n s t a n t s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b and d - a u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b .  

The r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n s i s t e d  o f  0 . 0 0 8  M so d iu m - |5 -  

g l y c e r o p h o s p h a t e , 0 . 0 0 3  M SDTA , 0 , 0 4 8  M g l u c o s e - 1 - p h o e p h a t e , 

0 . 6 #  g l y c o g e n ,  v a r i o u s  a m o u n ts  o f  AMP, and  25A&* o f  enzyme
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i n  a  f i n a l  vo lum e  o f  1 . 0  m l .  The t e m p e r a t u r e  was 2 3 ° C .

When t h e  k i n e t i c  c o n s t a n t s  o f  d i t h i o t h r e i t o l - t r e a t e d  

e n zy m es  w e re  d e t e r m i n e d ,  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a l s o  c o n t a i n e d  

0 . 0 0 1  M d i t h i o t h r e i t o l .  At  v a r i o u s  t i m e s ,  a l i q u o t s  o f  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  w e r e  rem oved  a n d  p i p e t t e d  i n t o  6 . 0  m l .  

o f  0 . 0 6 4  N s u l f u r i c  a c i d .  I n o r g a n i c  p h o s p h a t e  was d e t e r m i n e d  

a s  d e s c r i b e d  ab o v e  f o r  t h e  r o u t i n e  a s s a y  o f  p h o s p h o r y l a s e  b 

a c t i v i t y .  F i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  

t h e  e q u a t i o n  g i v e n  by C o r i  e t  a l . ( 2 ) .  Knowing t h e  v a l u e  

o f  k ,  t h e  p e r c e n t  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  c o n v e r t e d  t o  a f t e r  

1 m in .  was c a l c u l a t e d .  I n i t i a l  v e l o c i t i e s  w e re  t h e n  

e x p r e s s e d  a s  / im o l e s  o f  p h o s p h a t e  fo rm e d  p e r  m i n u t e  p e r  mg. 

o f  e n z y m e .

P r e p a r a t i o n  o f  S - S u l f o n a t e d  P h o s p h o r y l a s e  b.

P h o s p h o r y l a s e  b ,  4 mg. p e r  m l . ,  was o x i d i z e d  w i t h  o -  

i o d o s o b e n z o a t e  (6  x 1 0 " ^  M) i n  0 . 0 5  M so d iu m  b a r b i t a l -  

0 . 0 0 1  M EDTA-1.0  M NaCl (pH 6 . 0 )  f o r  10 m i n u t e s  a t  2 5 °C .  

I m m e d i a t e l y  a f t e r  o x i d a t i o n ,  a n  a l i q u o t  was r em o ved  and  

p l a c e d  i n  a  15 m l .  C o re x  c o n t r i f u g e  t u b e  (N o .  8 4 4 1 )  f o r  

r e a c t i o n  w i t h  ^ S - l a b e l e d  so d iu m  s u l f i t e .  The r e a c t i o n  

m i x t u r e  f o r  S - a u l f o n a t i o n  c o n t a i n e d  o x i d i z e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  

5 . 2  mg, p e r  m l . ,  and 0 . 0 1  M so d iu m  s u l f i t e .  The b u f f e r  

was 0 . 0 5  M so d iu m  b a r b i t a l - 0 .0 0 1  M EliTA-0.8  M NaCl (pH 8 . 0 ) .  

A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  30 m i n u t e s  a t  2 5 ° C . , t h e  enzyme was 

p r e c i p i t a t e d  by a d d i t i o n  o f  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  0 . 0 5  M s o d i u m -  

P - g l y c e  r o p h o s p h a t e - 0 , 0 0 1  M 3DTA s a t u r a t e d  w i t h  ammonium
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s u l f a t e  a t  pH 6.8 F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  a t  0 ° C . ,  

t h e  p e l l e t  was d i s s o l v e d  i n  1 m l .  o f  0 . 0 5  V a o d i u m -0-  

g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 . 0 0 1  M EDTA (pH 6 . 8 ) and  r e - p r e c i p i t a t e d  

b y  a d d i t i o n  o f  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  0 . 0 5  M s o d i u m - ^ -  

g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 . 0 0 1  M EPTA s a t u r a t e d  w i t h  ammonium 

s u l f a t e  a t  pH 6.8 The p e l l e t  o b t a i n e d  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  

was d i s s o l v e d  i n  g l y c e r o p h o s p h a t e  b u f f e r ,  and  i n s o l u b l e  

b a r b i t a l  was rem o ved  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  0 ° C .  The enzyme 

was p a s s e d  t h r o u g h  S e p h a d e x  G - 2 5 ,  w h i c h  had  b e e n  p r e v i o u s l y  

e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 0 5  M s o d i u m - ^ - g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 . 0 0 1  M 

EDTA (pH 6 . 8 ) .

P a r a l l e l  s a m p l e s  o f  u n o x i d i z e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  w h i c h  

w e re  c a r r i e d  t h r o u g h  t h e  same p r o c e d u r e ,  u s u a l l y  c o n t a i n e d  

0.04- m o le s  o f  p e r  m o le  o f  e n z y m e .

D e t e r m i n a t i o n  o f  R a d i o a c t i v i t y .

I n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  r e a g e n t s  i n t o  p h o s p h o r y l a s e  

b ,  o r  m o d i f i e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  was d e t e r m i n e d  by  p i p e t t i n g  

a l i q u o t s  o f  enzyme s o l u t i o n s  i n t o  5 m l ,  o f  c o l d  5$ 

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d .  A f t e r  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  a  M i l l i p o r e  

HAWP 024 00  f i l t e r  ( p o r e  s i z e  , 4 5 ) ,  t h e  p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n  

was w ashed  f o u r  t i m e s  w i t h  5 m l .  p o r t i o n s  o f  c o l d  5% 

t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d .  I n  two e x p e r i m e n t s  w i t h  3 5 s _ i a b e l e d  

p h o s p h o r y l a s e  b ,  a l i q u o t s  o f  enzym e w h i c h  h a d  b e e n  f r e e d  o f  

u n r e a c t e d  , w e r e  a p p l i e d  d i r e c t l y  t o  M i l l i p o r e  f i l t e r s .

The f i l t e r s  w e r e  p l a c e d  i n  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  and  d r i e d  

w i t h  a  s t r e a m  o f  warm a i r .
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A f t e r  a d d i t i o n  o f  10 m l ,  o f  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d ,  s a m p l e s

w e r e  c o u n t e d  t o  a n  e r r o r  o f  1# i n  a  P i c k e r  N u c l e a r  L i q u i m a t
35220 l i q u i d - s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  IThen 5 was  t h e  i s o t o p e  

b e i n g  c o u n t e d ,  t h e  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  was a  t o l u e n e  

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  4 g .  o f  2 , 5- d i p h e n s l o x a z o l e  and  50 mg, 

o f  p - h i s  2 - ( 5 - p h e n y l o x a s o l y l )  - b e n z e n e  p e r  l i t e r ,  B r a y ' s  

a o l u t i o n  ( 5 0 ) ,  w i t h o u t  e t h y l e n e  g l y c o l ,  was  t h e  s c i n t i l l a t i o n  

f l u i d  u s e d  when  s a m p l e s  o f  w e r e  c o u n t e d .  The c o u n t s  p e r  

m i n u t e  w e re  c o r r e c t e d  t o  100$ e f f i c i e n c y ,  u s i n g  q u e n c h  

c o r r e c t i o n  c u r v e s  o b t a i n e d  by  t h e  c h a n n e l s - r a t i o  m e th o d  ( 5 1 ) .  

The n um b er  o f  m o le s  o f  r a d i o a c t i v e  r e a g e n t  i n c o r p o r a t e d  p e r  

m ole  o f  p h o s p h o r y l a s e  b  d i m e r  w e r e  c a l c u l a t e d  by  d i v i d i n g  

t h e  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme b y  t h e  s p e c i f i c  

r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e .

U11r a c e n t r i f u g a t  i  o n .

S e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  e x p e r i m e n t s  w e re  c a r r i e d  o u t  a t  

20° C . i n  a  S p i n c o  Model  E a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  

w i t h  3 e h l i e r e n  o p t i c s  and  a  R o t o r  T e m p e r a t u r e  I n d i c a t i n g  a n d  

C o n t r o l  Sy B tem .  G e n e r a l l y ,  two s i n g l e  s e c t o r  c e l l s ,  one  o f  

w h i c h  c o n t a i n e d  a  +1° wedge w in d o w ,  w e r e  u s e d  i n  an  An-D 

r o t o r .

M e a s u r e m e n t s  o f  r a d i a l  d i s t a n c e s  on  p h o t o g r a p h i c  p l a t e s  

w e r e  d o n e  w i t h  a  N ik o n  M i c r o c o m p a r a t o r .  S e d i m e n t a t i o n  c o ­

e f f i c i e n t s  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  e q u a t i o n s  g i v e n  by  

C h e r v e n k a  ( 5 2 ) ,  and c o r r e c t e d  f o r  t h e  v i s c o s i t y  and  d e n s i t y  

o f  b u f f e r  r e l a t i v e  t o  w a t e r .  V i s c o s i t i e s  w e r e  d e t e r m i n e d
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w i t h  a n  O a tw a ld  v i s c o m e t e r ,  and d e n s i t i e s  w e r e  m e a s u r e d

w i t h  a  p y c n o m e t e r .

I n  t h e  c a l c u l a t i o n s  o f  S fw» p a r t i a l  s p e c i f i c

v o l u m e ,  v ,  o f  p h o s p h o r y l a s e  b  was t a k e n  a s  0 . 7 4 6  when

t h e  ensy m e  was d i s s o l v e d  i n  b u f f e r  w h i c h  d i d  n o t  c o n t a i n

so d iu m  c h l o r i d e  ( 3 ) .  When t h e  enzyme was s e d i m e n t e d  i n

s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s a l t ,  a

v a l u e  o f  0.765 was a s s u m e d  f o r  v  ( 3 ) .

DTNB T i t r a t i o n  o f  S u l f h y d r y l  G r o u p s

S p e c t r o p h o t o m e t r l o  t i t r a t i o n s  o f  t h e  -SH g r o u p s  o f

n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b and S - e u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a m e  b

w e re  c a r r i e d  o u t  a c c o r d i n g  t o  E l i m a n  ( 5 5 ) .  The c o n -
- 6c e n t r a t i o n s  o f  p r o t e i n  and  DTNB w e re  5 . 0  x lO  M and  

1 . 0  x 1 0 “ ^ M r e s p e c t i v e l y .  The b u f f e r  w as  0 . 0 5  M s o d iu m - /8-  

g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 . 0 0 1  M EDTA CpH 6 . 8 ) a t  2 4 ° .  C o r r e c t i o n s  

w e re  made f o r  t h e  a b s o r b a n c e  o f  DTNB and  u n r e a c t e d  p r o t e i n  

a t  412  nm; t h e  a b s o r b a n c e  o f  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b was 

0 . 0 0 7 ,  w h i l e  t h e  a b s o r b a n c e  o f  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b 

was 0 . 0 1 0 .  An e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  1 3 , 6 0 0  was u s e d  

t o  c a l c u l a t e  t h e  n u m b e r  o f  m o le s  o f  -SH g r o u p s  w h i c h  had  

r e a c t e d  ( 53) .
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Re s u i t s
2 +I n a c t i v a t i o n  o f  P h o s p h o r y l a s e  b  by  Mn and  S u l f i t e .

Aa ahown i n  P i g .  1 ,  p h o s p h o r y l a s e  b i s  a l m o s t  com­

p l e t e l y  i n a c t i v a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mn2+ a nd  3u l f l t e , 

b u t  r e t a i n s  i t s  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mn^+ a l o n e .

E f f e c t  o f  AMP a n d  S u b s t r a t e s .

S i n c e  t h e  e x t e n s i v e  l o s s  o f  ensyme a c t i v i t y  i n d i o a t e d  

i n  P i g ,  1 c o u l d  be due  t o  m o d i f i c a t i o n  o f  am ino  a c i d  

r e s i d u e s  a t  o r  n e a r  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  e n zy m e ,  i t  

was o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  AMP and 

s u b s t r a t e s  on t h e  r a t e  o f  enzyme i n a c t i v a t i o n .  P i g .  2 

shows t h a t  AMP, o r  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e ,  h a s  l i t t l e  o r  no 

e f f e c t  on  t h e  r a t e  o f  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e .  G l y c o g e n  

a p p e a r s  t o  d e c r e a s e  t h e  r a t e  o f  i n a c t i v a t i o n  t o  some e x t e n t .  

The s t r o n g e s t  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  enzyme i n a c t i v a t i o n  o c c u r s  

when b o t h  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  and AMP a r e  p r e s e n t  i n  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e .

N a t u r e  o f  t h e  R e a c t i o n  o f  P h o s p h o r y l a s e  b w i t h  Mn^4 and  

S u l f i t e .

I t  c a n  be s e e n  i n  T a b l e  I t h a t  i n a c t i v a t i o n  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b d o e s  n o t  o c c u r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u l f i t e  

a l o n e ,  n o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg2+ and s u l f i t e .  T h i s  s u g g e s t s  

t h a t  a  s p e c i f i c  e f f e c t  o f  Mn2 + , i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u l f i t e ,  

i s  r e s p o n s i b l e  f o r  enzyme i n a c t i v a t i o n .

I t  i s  known t h a t  t h e  a e r o b i c  o x i d a t i o n  o f  s u l f i t e  t o
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s u l f a t e  o o c u r8 by way o f  a  f r e e - r a d i c a l  c h a i n  m e c h a n i s m ,  

and c a n  be  i n i t i a t e d  by  m e t& l  i o n s  ( 5 4 , 5 5 ) .  Yang ( 5 6 )  

h a s  r e c e n t l y  shown t h a t  m e t h i o n i n e  i s  o x i d i s e d  t o
p  *

m e t h i o n i n e  s u l f o x i d e  d u r i n g  t h e  Mn - c a t a l y s e d ,  a e r o b i c  

o x i d a t i o n  o f  s u l f i t e  i o n .  S u b s t a n c e s  w h i c h  i n d u c e d  

s u l f o x i d e  f o r m a t i o n  w e r e  f o u n d  t o  i n d u c e  s u l f i t e  o x i d a t i o n ,  

w h i l e  a g e n t s  w h i c h  i n h i b i t e d  s u l f o x i d e  f o r m a t i o n  a l s o  

i n h i b i t e d  s u l f i t e  o x i d a t i o n .

The i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b by  Mn^+ and s u l f i t e  

i s  e n h a n c e d  by  o x y g e n ,  and  i s  i n h i b i t e d  by n i t r o g e n  ( T a b l e  I ) ,  

T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a t m o s p h e r i c  o x y g e n  i s  r e q u i r e d  f o r  enzyme 

i n a c t i v a t i o n ,  M a n n i t o l ,  a  known i n h i b i t o r  o f  t h e  a e r o b i c  

o x i d a t i o n  o f  s u l f i t e  i o n  ( 55) ,  was f o u n d  t o  e f f e c t i v e l y  

r e t a r d  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b .  On t h e  b a s i s  o f  

t h e  d a t a  shown i n  T a b l e  1 ,  i t  a p p e a r s  l i k e l y  t h a t  p h o s ­

p h o r y l a s e  b i n a c t i v a t i o n  i s  d e p e n d e n t  on t h e  a e r o b i c  

o x i d a t i o n  o f  s u l f i t e .
2+

E f f e c t  o f  T h i o l s  on Mn - S u l f i t e - I n a c t i v a t e d  P h o s p h o r y l a s e  b .

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  p h o s p h o r y l a s e  b  i n a c t i v a t i o n  

by Mn and  s u l f i t e  was d ue  t o  o x i d a t i o n  o f  enzyme t h i o l  g r o u p s  

t o  d i s u l f i d e s ,  s e v e r a l  a t t e m p t s  w e re  made t o  r e a c t i v a t e  t h e  

enzyme w i t h  r e d u c i n g  a g e n t s .  I n c u b a t i o n  o f  i n a c t i v a t e d  p h o s ­

p h o r y l a s e  b w i t h  m e r e a p t o e t h a n o l  o r  d i t h i o t h r e i t o l  u n d e r  

v a r i o u s  c o n d i t i o n s  d i d  n o t  r e s u l t  i n  a n y  s i g n i f i c a n t  r e s t o r a t i o n  

o f  enzyme a c t i v i t y ,  D i l u t i o n  o f  i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b
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w i t  h s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  PLP and m e r c a p t o e t h r u i o l  was a l s o  

i n e f f e c t i v e .
2 +Q u a t e r n a r y  S t r u c t u r e  o f  Mn - S u l f i t e - I n a c t i v a t e d  P h o s ­

p h o r y l a s e  to.

B a t t e l l  e t  a l . ( 2 5 )  h a v e  shown t h a t  0 .Q 1  M i o d o a c e t a m i d e  

i n a c t i v a t e s  p h o s p h o r y l a s e  b and  c a u s e s  t h e  enzyme t o  d i s ­

s o c i a t e  i n t o  m o n om ers .  T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  f o u n d  t h a t  

r a o n o m e r i z a t i o n  o f  t h e  enzyme p r o c e e d e d  a t  t h e  same r a t e  

a s  enzyme i n a c  t  i v a t  i  o n ,

I n  v i e w  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  i t  was  o f  i n t e r e s t  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b by Mn^+ 

and s u l f i t e  c a u s e s  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  enzyme i n t o  m on o m ers .  

S e d i m e n t a t i o n  o f  a  p a r t i a l l y  i n a c t i v a t e d  s a m p le  o f  p h o s ­

p h o r y l a s e  b ( 20% o f  i n i t i a l  a c t i v i t y )  i n  t h e  a n a l y t i c a l  

u l t r a c e n t r i f u g e  a t  6 0 , 0 0 0  rpm and 2 0 ° C .  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

enzyme s e d i m e n t e d  a s  a m i x t u r e  o f  monomers  and d i m e r s  ( s e e  

P i g .  3 ) .

I n a c t i v a t i o n  o f  P h o s p h o r y l a s e  b by Cu^+,

The e f f e c t  o f  Cu on  t h e  a c t i v i t y  o f  p h o s p h o r y l a s e  b

i s  i l l u s t r a t e d  i n  P i g .  4 .  I t  c a n  be s e e n  t h a t  t h e  enzyme

l o s e s  more t h a n  9 0 o f  i t s  a c t i v i t y  when t h e  m o l a r  r a t i o  o f

f r e e  Cu t o  enzyme i s  1 : 2 .

I t  i s  r e a s o n a b l e  t o  a s su m e  t h a t  enzyme I n a c t i v a t i o n  
2+

i s  d ue  t o  f r e e  Cu^ , s i n c e  n o  l o s s  o f  enzyme a c t i v i t y  was 

o b s e r v e d  i n  r e a c t i o n  m i x t u r e s  w h ic h  c o n t a i n e d  e q u l m o l a r  

a m o u n ts  o f  Cu + and SDTA ( n o t  s h o w n ) .
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C h a r a c t e r i s t l c e  o f  Cu2* - I n a c t i v a t e d  P h o a p h o r y l a s e  b ,

24-D i l u t i o n  o f  Cu - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b  i n  

s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  0 . 0 0 1  M EDTA d i d  n o t  r e B u l t  i n  an y  

r e g a i n  o f  enzyme a c t i v i t y .  H o w e v e r ,  a  f i v e - f o l d  d i l u t i o n  

o f  i n a c t i v a t e d  enzyme i n  a  a o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 0 5  M 

3o d iu m —/J—g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 . 0 0 1  M KPT A and  0.02M d i ­

t h i o t h r e i t o l  a t  pH 7 . 0 ,  r e s u l t e d  i n  r e s t o r a t i o n  o f  a t  l e a s t  

90% o f  enzyme a c t i v i t y  a f t e r  15 m i n u t e s .  T h e s e  r e s u l t s  

s u g g e s t  t h a t  i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b by Cu2+ i e  due  

t o  d i s u l f i d e  b on d  f o r m a t i o n .

I n  v i e w  o f  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  i t  was o f  i n t e r e s t  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  c h a n g e s  i n  t h e  m o l e c u l a r  s i z e  o f  t h e  

enzyme o c c u r r e d  a s  a  r e s u l t  o f  i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  

bond  f o r m a t i o n .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  a  s a m p le  o f  p h o s p h o r y l a s e  b ,  

w h ic h  had  b e e n  i n a c t i v a t e d  w i t h  Cu^+ , was s e d i m e n t e d  i n  t h e  

a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  a t  6 0 , 0 0 0  rpm a n d  2 0 ° C . The 

i n a c t i v a t e d  enzyme s e d i m e n t e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  a s  a  

b r o a d  b o u n d a r y  w h i c h  s p r e a d  o u t  r a p i d l y  w i t h  t i m e ;  t h e  

s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  p a t t e r n  was s i m i l a r  t o  t h e  p a t t e r n  

shown i n  t h e  l o w e r  p o r t i o n  o f  l f i g .  6B . T h i s  s u g g e s t s  t h a t  

t h e  i n a c t i v e  enzyme i s  h e t e r o g e n e o u s  w i t h  r e s p e c t  t o

m o l e c u l a r  s i z e ,  a nd  s u p p o r t s  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  r e a c t i o n  
2+o f  Cu w i t h  p h o s p h o r y l a s e  b l e a d s  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  i n t e r ­

m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  b o n d s .

I n a c t i v a t i o n  o f  P h o s p h o r ?  l a s e  b by o - I o d o s o b e n z o a t e .

The i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b by  o - i o d o a o b e n z o a t e
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i a  c o m p l e t e  i n  10 m i n u t e s  a t  2 5 ° C . ;  no f u r t h e r  l o s e  o f  

a c t i v i t y  was o b s e r v e d  a f t e r  30 m i n u t e s .  F i g .  5 ahows t h a t  

t h e  l o s e  o f  ensyme a c t i v i t y  i s  l i n e a r  w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e

c o n c e n t r a t i o n  u n t i l  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  r e a g e n t  i s

1 . 5  t i m e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  e n sy m e .  F u r t h e r  i n ­

a c t i v a t i o n  r e q u i r e s  more t h a n  a  s t o i c h i o m e t r i c  amount  o f  

o - i o d o s o b e n z o a t e .  I n c u b a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  a 

t h r e e - f o l d  m o l a r  e x c e s s  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e  r e s u l t s  i n  t h e  

l o s s  o f  a b o u t  94# o f  ensyme a c t i v i t y .  An i n c r e a s e  i n  o -  

i o d o s o b e n s o a t e  c o n c e n t r a t i o n  t o  4 t i m e s  t h e  m o la r  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b d o e s  n o t  l e a d  t o  f u r t h e r  

i n a c t i v a t i o n .

R e a c t i v a t i o n  o f  o - I o d o s o b e n z o a t e - I n a c t l v a t e d  P h o s p h o r y l a s e  b 

by R e d u c i n g  A g en ts .

As shown i n  T a b l e  I I ,  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b 

by o - i o d o s o b e n z o a t e  i s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  r e v e r s e d  by 

d i t h i o t h r e i t o l  o r  g l u t a t h i o n e .  T r e a t m e n t  o f  o x i d i z e d  p h o s ­

p h o r y l a s e  b w i t h  sod ium  s u l f i t e  a l s o  r e s u l t e d  i n  c o n s i d e r a b l e  

r e s t o r a t i o n  o f  enzyme a c t i v i t y ,  w h i l e  so d iu m  c y a n i d e  was a l ­

m ost  i n e f f e c t i v e  i n  r e s t o r i n g  enzyme a c t i v i t y .  The r e ­

a c t i v a t i o n  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e - t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b by 

r e d u c i n g  a g e n t s  s u g g e s t s  t h a t  enzyme i n a c t i v a t i o n  i s  a s s o c i a t e d  

w i t h  d i s u l f i d e  bond f o r m a t i o n .

Q u a t e r n a r y  S t r u c t u r e  o f  o - I o d o s o b e n z o a t e - I n a c t l v a t e d  P h o s ­

p h o r y l a s e  bj

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s -
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p h o r y l a s e  b  by  o - i o d o s o b e n z o a t e  l e a d s  t o  c h a n g e s  I n  

q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e ,  t h e  s e d i m e n t a t i o n  b e h a v i o r  o f  n a t i v e  

and o - i o d o s o b e n z o a t e - t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b was d e t e r m i n e d ,  

a f t e r  g e l  f i l t r a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g .  6A. The a c t i v i t y  

o f  t h e  o - i o d o s o b e n z o a t e - t r e a t e d  enzyme d i d  n o t  c h a n g e  a f t e r  

g e l  f i l t r a t i o n .  As shown i n  F i g .  6A , t h e  s e d i m e n t a t i o n  

v e l o c i t y  p a t t e r n  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  

b i s  c o n s i d e r a b l y  a l t e r e d  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h a t  o f  t h e  

u n t r e a t e d  e n z y m e , The p o l y d i s p e r s e  n a t u r e  o f  t h e  i n ­

a c t i v a t e d  enzyme i s  a p p a r e n t  f r o m  t h e  b r o a d  s e d i m e n t a t i o n  

p a t t e r n .  The s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  s 2 0 , w f waa 3
f o r  t h e  c o n t r o l  e n z y m e ,  and 1 2 . 2  2 f o r  t h e  o x i d i s e d  e n z y m e .  

E f f e c t  o f  D i t h i o t h r e i t o l  on t h e  Q u a t e r n a r y  St r u c t u r e  o f  

o - I o d o s o b e n z o a t e - I n a c t i v a t e d  P h o s p h o r y l a s e  b»

S i n c e  d i t h i o t h r e i t o l  h ad  b e e n  shown t o  r e a c t i v a t e  o -  

i o d o s o b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  i t  was o f  i n t e r e s t  

t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  t h i s  r e a g e n t  on t h e  q u a t e r n a r y  

s t r u c t u r e  o f  t h e  o x i d i z e d  e n zy m e .  F i g .  6B ( t o p )  shows t h a t ,  

a f t e r  i n c u b a t i o n  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  

b w i t h  d i t h i o t h r e i t o l ,  t h e  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  p a t t e r n  i s  

c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  t h e  n a t i v e  e n z y m e .  The s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t ,  S20 ,w» was 11,6 3 f o r  t h e  0 l i d i z e d  enzyme and

8 . 5  3 a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  d i t h i o t h r e i t o l .  The s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  o x i d i z e d  p h o s p h o r y l a s e  b i n  t h i s  e x p e r i m e n t  was 

4^  o f  t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y .  A f t e r  t r e a t m e n t  o f  t h e  o x i d i z e d  

enzyme and n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  d i t h i o t h r e i t o l ,  t h e
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o x i d i z e d  enzyme had  9<yt o f  t h e  a c t i v i t y  o f  n a t i v e  p h o s -  

p h o r y l a a e  b

E f f e c t  o f  S u l f i t e  on  t h e  Q u a t e r n a r y  S t r u c t u r e  o f  o -  

l o d o s o b e n z o a t e - I n a c t i v a t e d  P h o s p h o r y l a s e  b .

I n c u b a t i o n  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  

b w i t h  0 . 0 1  M so d iu m  s u l f i t e  c h a n g e s  t h e  s e d i m e n t a t i o n  

v e l o c i t y  p a t t e r n  o f  t h e  o x i d i z e d  enzyme ( F i g .  7 ) f and  

r e s t o r e s  i t e  a c t i v i t y  t o  68- 78^ o f  t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y .

V h i l e  t h e  s u l f i t e - r e a c t i v a t e d  enzyme a p p e a r s  t o  s e d i m e n t  

a s  a  s i n g l e  b o u n d a r y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u l f i t e ,  t h e

v a l u e ,  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  i n  t h e  l e g e n d
c . LJ t  W

t o  F i g .  6 , i s  1 1 . 2  0 . N a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b was f o u n d  t o  

h a v e  an  S^q w o f  8 , 2  0 u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  T h i s  s u g g e s t s  

t h a t  s u l f i t e - r e a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b a s s o c i a t e s  u n d e r  t h e  

c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  i n  t h e  l e g e n d  t o  F i g .  7 .
35 aI n c o r p o r a t i o n  o f  3 0 -̂  i n t o  o - i o d o s o b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  

P h o s p h o r y l a s e  b .

S i n c e  s u l f i t e  i s  known t o  c l e a v e  d i s u l f i d e  b o n d s  ( 4-0 ) ,  

t h e  r e a c t i v a t i o n  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  p h o s ­

p h o r y l a s e  b by t h i s  r e a g e n t  s u p p o r t s  t h e  v i e w  t h a t  i n ­

a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b  by o - i o d o s o b e n z o a t e  i n v o l v e s  

d i s u l f i d e  bond f o r m a t i o n .  I n  o r d e r  t o  g a i n  i n f o r m a t i o n  on 

t h e  n u m b er  o f  d i s u l f i d e  b o n d s  f o r m e d ,  t h e  o x i d i z e d  enzyme 

was i n c u b a t e d  w i t h  S - l a b e l e d  s o d iu m  s u l f i t e  a s  d e s c r i b e d  

u n d e r  M a t e r i a l s  and M e t h o d s .  A f t e r  s e p a r a t i o n  f r o m  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e ,  t h e  S - l a b e l e d  enzyme c o n t a i n e d  a n  a v e r a g e
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1 . 4  ra o le e  o f  p e r  200,000 g .  o f  p r o t e i n  ( 5  e x p e r i m e n t s ) .

T h i s  v a l u e  i s  c o r r e c t e d  f o r  n o n s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  ^ ^ S 0 ^ “ t o  

u n o x i d i z e d  p h o s p h o r y l a s e  b ( s e e  M a t e r i a l s  a nd  M e t h o d s ) .

The enzyme a c t i v i t y  o f  ^ S - l a b e l e d  p h o s p h o r y l a s e  b v a r i e d  

f r o m  59 t o  68^  o f  t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y .  I n  v i e w  o f  t h e  

s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  r e a c t i o n  o f  s u l f i t e  w i t h  a  d i s u l f i d e  

( 4 0 ) ,  t h e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  a t  l e a s t  1 . 4  d i s u l f i d e  b o n d s  

a r e  f o r m e d  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  r e a c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b  

w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e .

T i t r a t i o n  o f  t h e  3H G r o u p s  o f  N a t i v e  a n d  S - S u l f o n a t e d  

■ h o s p h o r y l a s e  b w i t h  i/TNB,

The t i t r a t i o n  c u r v e s  o f  n a t i v e  a n d  S - B u l f o n a t e d  p h o s ­

p h o r y l a s e  b w i t h  DTNB a r e  ahown i n  F i g .  8 . B a s e d  on a  

m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  1 3 , 6 0 0  ( 5 3 ) ,  4 . 1  -SH g r o u p s  

o f  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b w e r e  f o u n d  t o  r e a c t  w i t h  DTNB.

I n  c o n t r a s t ,  o n l y  1 . 9  -SH g r o u p s  p e r  2 0 0 , 0 0 0  g .  o f  3 -  

s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b w e r e  f o u n d  t o  r e a c t  w i t h  DTNB,

The " S - l a b e l e d  enzym e u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  c o n t a i n e d

1 . 6  m o l e s  o f  ^ 3  p e r  2 0 0 , 0 0 0  g .  o f  p r o t e i n .  T h e s e  d a t a  

s u g g e s t  t h a t  a p p r o x i m a t e l y  ? -OH g r o u p s  p e r  m o l e c u l e  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b a r e  b l o c k e d  i n  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b .  

O e d i m e n t a t i o n  B e h a v i o r  o f  3 - d u l f o n a t e d  P h o s p h o r y l a s e  b .

The  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  p a t t e r n  shown i n  F i g .  9A ( t o p )  

i n d i c a t e s  t h a t  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b i s  a  m i x t u r e  

o f  tw o  c o m p o n e n t s .  The m a j o r ,  s l o w l y - m o v i n g ,  c o m p o n e n t  h a s  

an  320 , w o f  9.3 3 w h i l e  t h e  more  r a p i d l y  s e d i r n e n t i n g  s p e c i e s
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h a s  a n  S20 w o f  1 3 . 0  S .  T h e s e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s

3*5w e re  o b t a i n e d  u s i n g  y ■ 'S - l a b e l e d  p h o s p h o r y l a s e  b and  a  

c o n t r o l  s a m p le  w h i c h  h ad  b e e n  s t o r e d  f o r  two d a y s  a t  4° p r i o r  

t o  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  The ^ 3  c o n t e n t  o f  t h e  S - s u l f o n a t e d  

enzyme d e c r e a s e d  d u r i n g  t h i s  p e r i o d  f ro m  a n  i n i t i a l  v a l u e  

o f  1 . 3  m o le s  o f  p e r  200,000 g .  o f  p r o t e i n  t o  1 . 0  m o le s

o f  p e r  200,000 g .  o f  p r o t e i n  on  t h e  d ay  o f  c e n t r i f u g a t i o n .
35T h i s  d e c r e a s e  i n  t h e  3 c o n t e n t  c o u l d  be due  t o  t h e  a t t a c k

35o f  enzyme -SH g r o u p s  on t h e  - 5 -  SO-^-  g r o u p  ( 4 2 ) .  Enzyme

a c t i v i t y  o f  ^ S - l a b e l e d  p h o s p h o r y l a s e  b was 62% o f  t h e  

c o n t r o l  a c t i v i t y  a t  t h e  t i m e  o f  c e n t r i f u g a t i o n .

P i g .  9A ( b o t t o m )  shows t h e  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  

p a t t e r n  o f  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b w h i c h ,  e x c e p t  f o r  t r e a t ­

m ent  w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e ,  was t r e a t e d  e x a c t l y  l i k e  t h e  
35 3 - l a b e l e d  e n z y m e .  I t  c a n  be s e e n  t h a t  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  

m a j o r  p e a k  (3 2 0  w = 8 *^ * a  sma11 am ount  o f  r a p i d l y

s e d i m e n t i n g  m a t e r i a l  ( S 20 , w = 1 1 . 6  S) i s  a l s o  p r e s e n t .

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  r a p i d l y - s e d i m e n t i n g  

c o m p o n e n t s  shown i n  P i g .  9A w e re  t h e  r e s u l t  o f  i n t e r m o l e c u l a r  

d i s u l f i d e  bond f o r m a t i o n  b e tw e e n  p h o s p h o r y l a s e  b d i m e r s ,  

S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b and  t h e  c o n t r o l  enzyme u s e d  

f o r  t h e  e x p e r i m e n t s  shown i n  F i g .  9A, w ere  t r e a t e d  w i t h

d i t h i o t h r e i t o l .  I t  i s  a p p a r e n t  f r o m  P i g .  9B t h a t ,  a f t e r
35t r e a t m e n t  w i t h  d i t h i o t h r e i t o l ,  b o t h  3 - l a b e l e d  p h o s p h o r y l a s e  

b and  t h e  c o n t r o l  enzyme s e d i m e n t  a s  d i m e r s  h a v i n g  S 20 ,w 

v a l u e s  o f  8 . 7  S ,  and  8,8 3 r e s p e c t i v e l y .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  

t h e  r a p i d l y  s e d i m e n t i n g  s p e c i e s  show n i n  F i g ,  9A a r e  t h e
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r e s u l t  o f  i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  f o r m a t i o n .

E f f e c t  o f  o - I o d o a o b e n z o a t e  o n  P h o s p h o r y l a s e  b  T r e a t e d
1A

w i t h  1 -  C - I o d o a o e t a m i d e ,

Z a r k a d a s  e t  a l .  ( 2 7 )  h a v e  shown t h a t  f r e s h l y  p r e p a r e d  

p h o s p h o r y l a s e  b c a n  i n c o r p o r a t e  3.1 m o le s  o f  1- ^ C -  

i o d o a o e t a m i d e  p e r  m ole  o f  d i m e r ,  w i t h  no  l o s s  i n  enzyme 

a c t i v i t y .

As shown i n  T a b l e  I I I .  t h e  r e a c t i o n  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e  

w i t h  I A M - p h o s p h o r y l a s e  b r e s u l t s  i n  o n l y  a  s m a l l  l o s s  o f  

enzyme a c t i v i t y .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  o - i o d o s o b e n z o a t e  

r e a c t s  w i t h  t h o s e  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b t h a t  r e a c t  

r a p i d l y  w i t h  i o d o a c e t a m i d e .

I n c o r p o r a t i o n  o f  1 - ^ C - I o d o a c e t a m i d e  i n t o  3 - S u l f o n a t e d

P h o s p h o r y l a s e  b .

R e a c t i o n  o f  3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  1 - ^ C -

i o d o a c e t a m i d e  l e a d s  t o  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  1 . 2  t o  1 . 4

m o le s  o f  r e a g e n t  p e r  2 0 0 , 0 0 0  g .  o f  enzyme ( T a b l e  I V ) ,  w i t h

n o  l o s s  o f  enzyme a c t i v i t y .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  a l k y l a t i o n

o f  c o n t r o l  s a m p l e s  o f  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  Jd w i t h  1- ^ C -

i o d o a c e t a m i d e  r e s u l t s  i n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  2 . 7  t o  3 . 2

m o le s  o f  p e r  200,000 g .  o f  p r o t e i n ,  w i t h o u t  l o s s  o f

enzyme a c t i v i t y .

P r e v i o u s  r e s u l t s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  r e a c t i v a t i o n  o f
35 «

o x i d i z e d  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  30-^ l e a d s  t o  i n c o r p o r a t i o n  

o f  an  a v e r a g e  o f  1.4 m o le s  o f  p e r  200,000 g ,  o f  p r o t e i n .

S i n c e  3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b h a s  an  a v e r a g e  o f  1 . 6
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f e w e r  -SH g r o u p s  a v a i l a b l e  f o r  r a p i d  r e a c t i o n  w i t h  1 - ^ C -  

i o d o a c e t a m i d e  t h a n  t h e  c o n t r o l  e n z y m e , i t  i s  r e a s o n a b l e  

t o  c o n c l u d e  t h a t  t h e  r e a c t i o n  o f  o x i d i s e d  p h o s p h o r y l a s e  b
C

w i t h  SO^* l e a d s  t o  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  same -SH g r o u p s  

t h a t  a r e  r a p i d l y  a l k y l a t e d  by i o d o a c e t a m i d e ,

Ef f e c t  o f  AMP and S u b s t r a t e s  on  t h e  I n a c t i v a t i o n  o f  

P h o s p h o r y l a s e  b by o - I o d o a o b e n z o a t e .

The d a t a  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  V i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  

i s  no s i g n i f i c a n t  p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e , 

AM}’, o r  g l y c o g e n  on t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b 

by o - i o d o s o b e n z o a t e .  O n ly  a v e r y  s m a l l  p r o t e c t i v e  e f f e c t  

was o b s e r v e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  AMP and g l u c o a e - 1 -  

p h o s p h a t e . T h ese  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  -SH g r o u p s  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b t h a t  a r e  o x i d i z e d  by o - i o d o s o b e n z o a t e  

a r e  n o t  i n v o l v e d  i n  t h e  b i n d i n g  o f  s u b s t r a t e s  o r  AMP t o  

t h e  e n z y m e .

S f f e c t  o f  P i t h i o t h r e i t o l  on t h e  ^ 30x= C o n t e n t  and A c t i v i t y  

o f  S - S u l f o n a t e d  P h o s p h o r y l a s e  b ,

K a s t e n s c h m i d t  e t  a l . ( 3 0 )  o b s e r v e d  t h a t  t h e  r e a c t i o n  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  PTFR l e a d s  t o  a  m i x t u r e  o f  monomer ,  

d i m e r ,  and  a g g r e g a t e s  w h i c h  c o n t a i n s  a n  a v e r a g e  o f  4 m o d i f i e d  

-SH g r o u p s  p e r  m ole  o f  p h o s p h o r y l a s e  b d i m e r ,  W hile  

t h i o n i t r o b e n z o a t e  g r o u p s  c o u l d  be rem oved  w i t h  d i t h i o ­

t h r e i t o l  i n  s e v e r a l  m i n u t e s ,  t h e  f u l l  r e s t o r a t i o n  o f  enzym e 

a c t i v i t y  r e q u i r e d  s e v e r a l  h o u r s .
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The r e s u l t s  shown I n  T a b l e  VI i n d i c a t e  t h a t  t r e a t m e n t

o f  3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  w i t h  d i t h i o t h r e i t o l

r e s t o r e s  enzyme a c t i v i t y  t o  79$  o f  t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y

a f t e r  1 h o u r .  At t h i s  t i m e ,  t h e  S - s u l f o n a t e d  enzyme s t i l l

c o n t a i n s  a b o u t  0 . 4  m o le s  o f  p ^ r  moi e 0 f  p h o s p h o r y l a s e

b .  F u r t h e r  i n c u b a t i o n  w i t h  d i t h i o t h r e i t o l  l e a d s  t o  a
3*5p r o g r e s s i v e  d e c r e a s e  i n  t h e  S0-j~ c o n t e n t ,  b u t  n o  f u r t h e r  

i n c r e a s e  i n  enzyme a c t i v i t y  o c c u r s .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  

t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  o f  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  

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

r e d u c t i o n  o f  d i s u l f i d e  b o n d s  ( s e e  P i g .  9B ) .

K i n e t i c s  o f  S - o u l f o n a t e d  and  N a t i v e  P h o s p h o r y l a s e  b.

G o ld  ( 2 8 ,  29) o b s e r v e d  t h a t  d i n i t r o p h e n y l a t i o n  o f  

t h o s e  -3H g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b t h a t  r e a c t  r a p i d l y  

w i t h  i o d o a o e t a m i d e , c a u s e s  a  d e c r e a s e  i n  t h e  a f f i n i t y  o f  

t h e  enzyme f o r  AMP and  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e .

K a s t e n s c h m i d t  e t  a l .  ( 3 0 )  t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b 

w i t h  DTNB and  i s o l a t e d  a  p h o s p h o r y l a s e  b d i m e r  c o n t a i n i n g  

u p  t o  1 . 6  m o d i f i e d  -3H g r o u p s  p e r  s u b u n i t .  K i n e t i c  s t u d i e s  

on  t h e  m o d i f i e d  enzym e i n d i c a t e d  t h a t  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  

b e t w e e n  AMP b i n d i n g  s i t e s  was a b o l i s h e d ,  and  t h e  a f f i n i t y  o f  

t h e  m o d i f i e d  enzyme f o r  AMP was d e c r e a s e d .  I n  v i e w  o f  t h e s e  

o b s e r v a t i o n s ,  i t  was  o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r m i n e  t h e  a c t i v i t y  

r e s p o n s e  o f  3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b t o  AMP.

I t  c a n  be s e e n  i n  P i g .  10 t h a t  t h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l  

p l o t  f o r  u n m o d i f i e d  p h o s p h o r y l a s e  b show s up w ard  c u r v a t u r e ,
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e x p r e s s  i n g  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  b e t w e e n  AMP b i n d i n g  

s i t e s .  T h i s  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  a p p e a r s  t o  be 

e l i m i n a t e d  i n  t h e  c a s e  o f  3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b .

H i l l  p l o t s  ( 5 8 ,  59)  o f  t h e s e  d a t a ,  shown i n  P i g .  1 1 ,  

i n d i c a t e  t h a t  t h e  H i l l  c o e f f i c i e n t ,  n ,  i s  1 . 5  f o r  u n ­

m o d i f i e d  p h o s p h o r y l a s e  b i n  t h e  r a n g e  o f  AMP c o n c e n t r a t i o n s  

f r o m  2 x 1 0 ” ^ M t o  1 x  1 0 ” ^ M, w h i l e  t h e  Km f o r  AMP i s  

1 . 9  x 1 0 ” ^ M. I n  c o n t r a s t ,  t h e  Km f o r  AMP o f  S - e u l f o n a t e d  

p h o s p h o r y l a s e  b i s  6 . 1  x 1 0 " ^  M, and  t h e  H i l l  c o e f f i c i e n t ,  

n ,  1s 1 . 1 .  T h e r e  a p p e a r s  t o  be o n l y  a  s m a l l  d i f f e r e n c e  i n  

Vfflax b e t w e e n  n a t i v e  and  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ( s e e  

P i g .  1 0 ) .

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  

o f  AMP s i t e s  i s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  a b o l i s h e d  i n  3 - s u l f o n a t e d  

p h o s p h o r y l a s e  b ,  and t h a t  t h e  a f f i n i t y  o f  t h i s  enzyme f o r  

AMP i s  d e c r e a s e d  r e l a t i v e  t o  t h e  n a t i v e  e n zy m e .

E f f e c t  o f  D i t h i o t h r e i t o l  on  t h e  K i n e t i c R e s p o n s e o f  S -  

E u l f o n a t e d  P h o s p h o r y l a s e  b  t o  AMP.

K a s t e n s c h m i d t  e t  a l .  ( 3 0 )  o b s e r v e d  t h a t  d i t h i o t h r e i t o l  

r e s t o r e d  t h e  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  o f  AMP s i t e s  i n  DTNB- 

t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  and  d e c r e a s e d  t h e  Km f o r  AMP o f  

t h i s  e n z y m e .

T h e r e f o r e ,  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b and a  c o n t r o l  

s a m p le  o f  p h o s p h o r y l a s e  b w e re  t r e a t e d  w i t h  d i t h i o t h r e i t o l  

a s  i n d i c a t e d  i n  t h e  l e g e n d  t o  P i g .  1 2 .  The Kffl v a l u e s  f o r  

AMP o f  n a t i v e  and S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  a f t e r  t r e a t m e n t
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w i t  h  d i t h i o t h r e i t o l ,  w e r e  1*9 x  1 0 M and  1.5 x  10” ^ M 

r e s p e c t i v e l y .  The H i l l  c o e f f i c i e n t ,  n ,  o f  5 - s u l f o n a t e d  

p h o s p h o r y l a s e  b  l n c r e a e e a  f r o m  1,1 t o  1.4 a f t e r  t r e a t m e n t  

w i t h  d i t h i o t h r e i t o l ,  w h i l e  t h e r e  i s  no c h a n g e  i n  n  f o r  

t h e  n a t i v e  e n z y m e .  The vmaJt v a l u e s  f o r  n a t i v e  and  S -  

s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  

d i t h i o t h r e i t o l ,  w e r e  44 /* m o le s  p e r  m in .  p e r  mg. and  34 

m m o le s  p e r  m i n .  p e r  mg. r e s p e c t i v e l y ,  a s  d e t e r m i n e d  by 

a s s a y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

AMP.
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D i s c u s s i o n

I n a c t i v a t i o n  o f  P h o s p h o r y l a s e  b by Mng4 a n d  S u l f i t e *

The d a t a  o b t a i n e d  i n  t h i s  s t u d y  s u g g e s t  t h a t  i n -
2 +a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Bln 

and s u l f i t e ,  i s  a  r e s u l t  o f  t h e  a e r o b i c  o x i d a t i o n  o f  

s u l f i t e .  T h i s  h y p o t h e s i s  i s  s u p p o r t e d  by t h e  f i n d i n g  t h a t  

s u b s t a n c e s  t h a t  p r o m o te  s u l f i t e  o x i d a t i o n  ( 5 6 )  a l s o  

p r o m o te  enzyme i n a c t i v a t i o n ,  and by t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  

i n h i b i t o r s  o f  s u l f i t e  o x i d a t i o n  ( 55* 56) a l s o  r e t a r d  

enzyme i n a c t i v a t i o n .

The a e r o b i c  o x i d a t i o n  o f  s u l f i t e  p r o c e e d s  by way o f  a  

f r e e - r a d i c a l  c h a i n  m e c h a n i sm  w h ic h  i s  s i m i l a r  t o  the  c h a i n  

r e a c t i o n  i n v o l v e d  I n  t h e  d y e - s e n s i t i z e d  p h o t o o x i d a t i o n  o f  

amino a c i d s  ( 6 0 ) .  The i n a c t i v a t i o n  o f  e n z y m e s  a s  a  r e s u l t  

o f  t h e  d y e - s e n s i t i z e d  p h o t o o x i d a t i o n  o f  c e r t a i n  amino  a c i d  

r e s i d u e s  i s  w e l l  known ( 6 1 ,  62) .  I n  v i e w  o f  t h e  s i m i l a r i t y  

i n  t h e  m e c h a n i s m s  i n v o l v e d  i n  t h e  a e r o b i c  o x i d a t i o n  o f  

s u l f i t e  and  i n  t h e  d y e - s e n s i t i z e d  p h o t o o x i d a t i o n  o f  am ino  

a c i d s ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  p h o s p h o r y l a s e  ta i n a c t i v a t i o n  i s  

c a u s e d  by a t m o s p h e r i c  o x y g e n  o r  by f r e e  r a d i c a l s  t h a t  a r e  

fo rm e d  d u r i n g  t h e  a e r o b i c  o x i d a t i o n  o f  s u l f i t e .

No e v i d e n c e  h a s  b e e n  o b t a i n e d  r e g a r d i n g  t h e  amino  a c i d  

r e s i d u e s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b t h a t  a r e  m o d i f i e d  a s  a  r e s u l t  

o f  a e r o b i c  o x i d a t i o n  o f  s u l f i t e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

a r o m a t i c  am ino  a c i d  r e s i d u e s  a s  w e l l  a s  s u l f u r - c o n t a i n i n g  

amino a c i d  r e s i d u e s  a r e  o x i d i z e d .  I t  i s  u n l i k e l y  t h a t
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i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mn^+ 

and s u l f i t e *  i s  due t o  o x i d a t i o n  o f  -3H g r o u p s  t o  d i s u l f i d e s ,  

b e c a u s e  t r e a t m e n t  o f  m o d i f i e d  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  

m e r c a p t o e t h a n o l  d o e s  n o t  l e a d  t o  r e a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e .

The s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  p a t t e r n  o f  t h e  i n a c t i v a t e d  

p h o s p h o r y l a s e  b i n d i c a t e s  t h a t  t h e  enzym e i s  p a r t i a l l y  

d i s s o c i a t e d  i n t o  m o n o m e rs ,  s u g g e s t i n g  t h a t  i n a c t i v a t i o n  

may be due  i n  p a r t  t o  m o n o m e r i z a t i o n  o f  t h e  e n z y m e .  

D i s s o c i a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b i n t o  m o n o m e rs ,  d u r i n g  t h e  

a e r o b i c  o x i d a t i o n  o f  s u l f i t e ,  may be  d u e  t o  o x i d a t i o n  o f  

t h e  c y s t e i n y l  r e s i d u e  i n  t h e  N - p e p t i d e  t o  o x i d a t i o n  s t a t e s  

h i g h e r  t h a n  d i s u l f i d e .  T h i s  i n t e r p r e t a t i o n  i s  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e  f i n d i n g  o f  R a t t e l l  e t  a l . ( 2 5 ) ,  t h a t  a l k y l a t i o n  

o f  t h e  c y s t e i n y l  r e s i d u e  i n  t h e  N - p e p t i d e  o f  p h o s p h o r y l a s e  

b w i t h  i o d o a c e t a m i d e  c a n  be c o r r e l a t e d  w i t h  i n a c t i v a t i o n  

and m o n o m e r i z a t i o n  o f  t h e  enzy m e .

I n a c t i v a t i o n  o f  P h o s p h o r y l a s e b by Cu^+,

The e v i d e n c e  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y  s u g g e s t s  t h a t  

i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b by Cu^+ o c c u r s  a s  a  r e s u l t  

o f  d i s u l f i d e  bond f o r m a t i o n .  R e s t o r a t i o n  o f  more t h a n  90% 

o f  enzyme a c t i v i t y  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  d i t h i o t h r e i t o l ,  

s u p p o r t s  t h i s  c o n c l u s i o n .  S i n c e  t h e  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  

p a t t e r n  o f  Cu^+ - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b i n d i c a t e s  t h a t  

enzyme a g g r e g a t i o n  h a s  o c c u r r e d ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h i s  

a g g r e g a t i o n  i s  t h e  r e s u l t  o f  i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  bond 

f o r m a t i o n .
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I n a e t i v a t i o n  o f  P h o s p h o r y l a s e  b  by o - I o d o s o b e n z o a t e .

o - I o d o s o b e n z o a t e  waa f i r s t  p r e p a r e d  by M eyer  and  

t f a c h t e r  ( 6 3 ) .  A b sen ce  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  " i o d o s o "  a m e l l  

and  i t s  s t a b i l i t y  t o  f u r t h e r  o x i d a t i o n  l e d  t o  t h e  f o r m u l a t i o n  

o f  t h i s  compound a s  ( 6 3 ,  64) :

ii0
I n f r a - r e d  s p e c t r a  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e  shear a  low v a l u e  f o r  

t h e  c a r b o n y l  s t r e t c h i n g  b a n d  (1620 cm- ^ ) ,  p r e s u m a b l y  b e ­

c a u s e  o f  an  I-O-CO s y s t e m  i n  t h e  s t r u c t u r e ,  and  do n o t  c o n t a i n  

t h e  h y d r o g e n - b o n d e d  h y d r o x y l  b a n d s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  

c a r b o x y l i c  a o i d s  ( 6 5 ) .  T h e s e  s t u d i e s  s u p p o r t  t h e  v i e w  t h a t  

o - i o d o s o b e n z o a t e  h a s  t h e  c y c l i c  s t r u c t u r e  shown a b o v e .

H e l l e r m a n  e t  a l .  ( 66) showed t h a t  o - i o d o s o b e n z o a t e  

o x i d i z e s  c y s t e i n e  o r  g l u t a t h i o n e  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  d i ­

s u l f i d e s  a t  pH 7 .  I t  d o e s  n o t  n o t i c e a b l y  r e a c t  w i t h  m e t h i o n i n e ,  

c y s t i n e ,  t y r o s i n e ,  s e r i n e ,  t r y p t o p h a n ,  p r o l i n e ,  o r  h y d r o x y -  

p r o l i n e  a t  pH 7 ;  h o w e v e r  a t  pH 5 i t  o x i d i z e s  m e t h i o n i n e  ( 4 5 ) .

o - I o d o s o b e n z o a t e  h a s  b e e n  f r e q u e n t l y  u s e d  a s  a n  i n ­

h i b i t o r  o f  e n z y m e s  c o n t a i n i n g  -5H g r o u p s  ( 6 7 ) .  The a b i l i t y  

o f  m y o s in  t o  a s s o c i a t e  w i t h  a c t i n  and  t o  s p l i t  ATP d e p e n d s  on 

-SH g r o u p s ,  and  i s  i n h i b i t e d  by  o - i o d o s o b e n z o a t e  ( 68 ) ,
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The r e a c t i o n ,  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e  w i t h  y e a a t  f e r r o -  

c y t o c h r o m e  c a t  pH 8 . 5  and  20°C .  h a a  r e c e n t l y  b e e n  s t u d i e d  

( 6 9 ) .  T h i s  enzyme c o n t a i n s  o n l y  1 f r e e  -SH g r o u p  p e r  

m o l e c u l e .  L i t t l e  and  O ' B r i e n  ( 6 9 )  h a v e  shown t h a t  t h e  

r e a c t i o n  o f  f e r r o c y t o c h r o m e  c w i t h  0.36 mM o - i o d o s o b e n z o a t e  

a t  pH 8 . 5  r e s u l t s  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  8 2$  o f  t h e  enzyme t o  

a  d i m e r .  H o w ev e r ,  o x i d a t i o n  o f  f e r r o c y t o c h r o m e  c w i t h  1 . 2  

mM o - i o d o s o b e n z o a t e  c a u s e d  a  d e c r e a s e d  l e v e l  o f  d i m e r i z a t i o n ,  

s u g g e s t i n g  t h a t  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  o x i d a t i o n  b e y o n d  t h e  

d i s u l f i d e  s t a g e  o c c u r r e d .

The e v i d e n c e  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t s  t h a t  o - i o d o s o b e n z o a t e  

o x i d i z e s  a  l i m i t e d  n u m b e r  o f  -3H g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b 

t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  d i s u l f i d e s ,  and c a u s e s  t h e  enzyme t o  

a g g r e g a t e .  I t  h a s  b e e n  shown t h a t  d i t h i o t h r e i t o l  r e s t o r e s  

t h e  a c t i v i t y  o f  o x i d i z e d  p h o s p h o r y l a s e  b t o  a t  l e a s t  90$  o f  

t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y .  T h i s  r e s u l t  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  

i d e a  t h a t  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  enzyme o c c u r s  p r i m a r i l y  a s  a  

r e s u l t  o f  d i s u l f i d e  bond  f o r m a t i o n .

The b r o a d  s e d i m e n t a t i o n  p a t t e r n  o f  o x i d i z e d  p h o s ­

p h o r y l a s e  b ( F i g ,  6 ) i n d i c a t e s  i t s  p o l y d i s p e r e e  n a t u r e ,  and  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  d i s u l f i d e  b o n d s  f o r m e d  d u r i n g  t h e  i n ­

a c t i v a t i o n  o f  t h e  enzyme by o - i o d o s o b e n z o a t e ,  a r e  i n t e r -  

m o l e c u l a r .  F u r t h e r  s u p p o r t  f o r  t h i s  c o n c l u s i o n  i s  d e r i v e d  

f r o m  t h e  f a c t  t h a t  d i t h i o t h r e i t o l  n o t  o n l y  r e s t o r e s  t h e  

a c t i v i t y  o f  o x i d i z e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  b u t  a l s o  c a u s e s  r e ­

f o r m a t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  d i m e r i c  s t r u c t u r e  o f  p h o s p h o r y l a s e  b
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( F i g ,  6B ) . I t  h a s  b e e n  show n t h a t  o - i o d o s o b e n z o a t e -

t r e a t e d  p h o a p h o r y l a s e  b i n c o r p o r a t e s  a n  a v e r a g e  o f  1.4
=m o le s  o f  3 0 ^  p e r  m ole  o f  p h o a p h o r y l a s e  b d i m e r .  I n  

v i e w  o f  t h e  s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  r e a c t i o n  o f  s u l f i t e  

w i t h  a  d i s u l f i d e  ( 4 0 ) ,  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  

t h a t  a t  l e a s t  1 . 4  d i s u l f i d e  b o n d s  a r e  f o r m e d  p e r  m o l e c u l e  

o f  p h o a p h o r y l a s e  b d i m e r ,  d u r i n g  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  

p h o a p h o r y l a s e  b by o - i o d o s o b e n z o a t e .

The o b s e r v a t i o n  t h a t  s u l f i t e  c a n  r e s t o r e  t h e  a c t i v i t y  

o f  o x i d i z e d  p h o s p h o r y l a a e  b t o  6 8 - 7 8 ^  o f  t h e  c o n t r o l  v a l u e  

i s  n o t e w o r t h y .  3 i n e e  s u l f i t e  i s  p r e s u m a b l y  i n c o r p o r a t e d  

i n t o  t h e  same -3H g r o u p s  t h a t  w ere  o x i d i z e d  by o - i o d o s o ­

b e n z o a t e ,  s u b s t i t u t i o n  o f  t h e s e  -3H g r o u p s  c a n n o t  be t h e  

p r i m a r y  c a u s e  o f  enzyme i n a c t i v a t i o n .  R a t h e r ,  i t  i s  more 

l i k e l y  t h a t  t h e  c h a n g e  i n  enzyme c o n f o r m a t i o n ,  due  t o  i n t e r -  

m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  bond f o r m a t i o n ,  i s  p r i m a r i l y  r e s p o n s i b l e  

f o r  t h e  enzyme i n a c t i v a t i o n .

I t  h a s  b e e n  shown t h a t ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u l f i t e ,  t h e  

b r o a d  s e d i m e n t a t i o n  p a t t e r n  o f  o x i d i z e d  p h o s p h o r y l a a e  b 

( F i g .  6 ) i s  r e p l a c e d  by a  s i n g l e  p e a k  ( F i g .  7 ) .  T h i s  f i n d ­

i n g  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  s u l f i t e  r e a c t s  

w i t h  i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  b o n d s  i n  t h e  o x i d i z e d  e n z y m e ,  

and  c a u s e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  3 - a u l f o n a t e d  p h o a p h o r y l a s e  b .

At pH 8 . 0 , a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n ,  

t h e  S - s u l f o n a t e d  enzyme h a s  a n  S^q w v a l u e  o f  1 1 . 2  S i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  s u l f i t e ,  w h i l e  t h e  3 20fW o f  n a t i v e  p h o a p h o r y l a s e
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b u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s  i s  8 . 2  S ,

The t e n d e n c y  o f  p h o s p h o r y l a s e  b d i m e r  t o  a s s o c i a t e  

i n t o  t e t r a m e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  AMP i s  w e l l  known ( 7 0 ) .  

Cohen e t  a l .  ( 3 )  r e c e n t l y  o b t a i n e d  an  S20 m 1 2 . 4  S 

f o r  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b i n  t h e  p r e s e n c e  o f  AMP. I n  

t h e  a b s e n c e  o f  t h i s  n u c l e o t i d e ,  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b 

t e t r a m e r i z e s  o n l y  a t  h i g h  enzyme c o n c e n t r a t i o n s  and  a t  

low  t e m p e r a t u r e s  ( 3 0 ) .

The f a c t  t h a t  S - o u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b h a s  an  

SpOjW 11 *-2 3 s u g g e s t s  t h a t ,  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  

d e s c r i b e d  i n  t h e  l e g e n d  t o  P i g .  7 ,  t h e  S - s u l f o n a t e d  enzyme 

h a s  a  t e n d e n c y  t o  a s s o c i a t e  i n t o  a  t e t r a m e r  e v e n  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  AMP. The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  o f

n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b i n  t h e  p r e s e n c e  o f  AMP and  t h e  S
£-U f  W

o f  t h e  3 - s u l f o n a t e d  enzyme may be due  t o  a  s a l t  e f f e c t .

Cohen e t  a l .  ( 3 )  o b s e r v e d  t h a t  t h e  3 2 Q fw n a t i v e  p h o s -  

p h o r y l a s e  b d e c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .

A s i m i l a r  a f f e c t  o f  s o d iu m  c h l o r i d e  on S - s u l f o n a t e d  p h o s ­

p h o r y l a s e  b may o c c u r .

I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  a s s o c i a t i o n  o f  S - e u l f o n a t e d  p h o s ­

p h o r y l a s e  b ,  a t  pH 8 . 0  a nd  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u l f i t e ,  i n ­

v o l v e s  i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  bond f o r m a t i o n .  A f t e r  

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

by ammonium s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n  and g e l  f i l t r a t i o n  a t  pH 

6 . 8 , t h e  enzyme s e d i m e n t s  p r i m a r i l y  a s  a  d i m e r  w i t h  a n



-41-
S 20,w o f  9 . 7  S .

The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s

o f  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b and  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b 

a t  pH 8 . 0  i n d i c a t e s  t h a t  S - s u l f o n a t i o n  o f  1 t o  2 SH g r o u p s  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b c a u s e s  c h a n g e s  i n  t h e  d i m e r - d i m e r  i n t e r ­

a c t i o n s  o f  t h e  en zy m e ,  w h i c h  f a c i l i t a t e  a s s o c i a t i o n .

The s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  p a t t e r n  o f  S - s u l f o n a t e d  

p h o s p h o r y l a s e  b i n  t h e  a b s e n c e  o f  s u l f i t e  ( F i g .  9A) s u g g e s t s  

t h a t  some i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  bond f o r m a t i o n  o c c u r s  

d u r i n g  s e p a r a t i o n  o f  t h e  enzyme f ro m  u n r e a c t e d  s u l f i t e .

T h i s  c o n c l u s i o n  i s  s u p p o r t e d  by t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t ,  i n  

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

s e d i m e n t s  a s  a  s i n g l e  b o u n d a r y  w i t h  a n  3 20»w o f  8 . 7  3

( P i g .  9 B ) . S i n c e  t h e  r e a c t i o n  o f  s u l f i t e  w i t h  a  d i s u l f i d e  

i s  r e v e r s i b l e ,  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  d u r i n g  s e p a r a t i o n  o f  

3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b f rom  u n r e a c t e d  s u l f i t e ,  f r e e  

-3H g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b r e a c t  w i t h  3 - s u l f o n a t e  g r o u p s  

a c c o r d i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  ( 4 0 ) :

RS“ + r ! s - S 0 ^ = = R - S - 3 - R  + 3 0 ^ =

T h i s  c o n c l u s i o n  i s  s u p p o r t e d  by t h e  f i n d i n g  t h a t  t h e  ^ 3  
c o n t e n t  o f  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b d e c r e a s e s  f ro m  1 . 7  

t o  1.0 m o le s  p e r  mole  o f  p h o s p h o r y l a s e  b d i m e r  a f t e r  48 

h o u r s .  H o w e v e r ,  s i n c e  t h e  n a t i v e  enzyme a l s o  h a s  a  t e n d e n c y  

t o  fo rm  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  s p e c i e s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

r e d u c i n g  a g e n t  ( F i g .  9A ) , some i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  

bond  f o r m a t i o n  may a l s o  o c c u r  a s  a  r e s u l t  o f  a i r  o x i d a t i o n  

o f  -SH g r o u p s  d u r i n g  t h e  s e p a r a t i o n  o f  S - s u l f o n a t e d  p h o s -
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p h o r y l a s e  b f r o m  u n r e a c t e d  s u l f i t e .

B a t t e l l  e t  a l .  ( 2 5 )  f o u n d  t h a t  1 . 6  -SH g r o u p s  p e r  

m o l e c u l e  o f  p h o a p h o r y l a s e  ]£ d i m e r  r e a c t  r a p i d l y  w i t h  i o d o ­

a c e t a m i d e ,  w i t h  no l o s s  o f  enzyme a c t i v i t y .  More r e c e n t l y ,

X a r k a d a s  e t  a l . ( 2 7 )  r e p o r t e d  t h a t ,  w i t h  f r e s h l y  p r e p a r e d  

e n z y m e ,  u p  t o  3 . 1  -SH g r o u p s  p e r  m o l e c u l e  o f  p h o s p h o r y l a s e  

b c o u l d  b e  r e a c t e d  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  w i t h  no  c h a n g e  i n  

enzyme a c t i v i t y .  The o b s e r v a t i o n s  o f  Z a r k a d a s  e t  a l . 

a r e  c o n f i r m e d  by  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y  ( T a b l e  I I I ) .

I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  r e a c t i o n  o f  o - i o d o s o -  

b e n z o a t e  w i t h  i o d o a c e t a m i d e - t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b r e s u l t s  

i n  o n l y  a  s m a l l  l o s s  o f  enzyme a c t i v i t y .  T h i s  s u g g e s t s  

t h a t  o - i o d o s o b e n z o a t e  o x i d i z e s  t h e  same -3H g r o u p s  o f  p h o s ­

p h o r y l a s e  b w h ic h  r e a c t  r a p i d l y  w i t h  i o d o a o e t a m i d e . The

r e s u l t s  o f  t h e  a l k y l a t i o n  o f  3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b 
14w i t h  1-  C - i o d o a c e t a m i d e  s u p p o r t  t h i s  c o n c l u s i o n .  T h e s e  

d a t a  i n d i c a t e  t h a t  a  m o l e c u l e  o f  3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  

b h a s  1 . 6  t o  2 . 0  f a w e r  -3H g r o u p s  a v a i l a b l e  f o r  r a p i d  r e ­

a c t i o n  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  t h a n  a  m o l e c u l e  o f  n a t i v e  e n z y m e .

I t  a p p e a r s  v e r y  l i k e l y ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  -SH g r o u p s  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b t h a t  a r e  o x i d i z e d  by  o - i o d o s o b e n z o a t e  and 

s u l f o n a t e d  by s u l f i t e  a r e  t h e  same a s  t h o s e  w h ic h  r e a c t  

r a p i d l y  w i t h  i o d o a c e t a m i d e .

G o ld  and B la c k m a n  ( 2 9 )  h a v e  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  w h i c h  

i n d i c a t e s  t h a t  c h l o r o d i n i t r o b e n z e n e  r e a c t s  w i t h  t h e  same 

-3H g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a e e  b t h a t  r e a c t  r a p i d l y  w i t h  i o d o -
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a c e t a m i d e .  G o ld  ( 2 8 )  f o u n d  t h a t  d i n i t r o p h e n y l a t i o n  o f  t h e s e  

-SH g r o u p s  r e s u l t s  i n  a  d e c r e a s e  i n  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  

enzyme f o r  AMP and g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e .

K a s t e n s c h m i d t  e t  a l .  ( 3 0 )  t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  

DTNB, and  i s o l a t e d  a  d i m e r i c  s p e c i e s  t h a t  c o n t a i n e d  u p  t o  

3 . 2  m o d i f i e d  -SH g r o u p s .  K i n e t i c  s t u d i e s  o f  t h i s  m o d i f i e d  

enzyme showed t h a t  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  f o r  AMP w as  

a b o l i s h e d ,  a n d  t h e  Kffl f o r  AMP was i n c r e a s e d ,  w i t h  no  c h a n g e  

i n  maximum v e l o c i t y .  T r e a t m e n t  o f  t h e  m o d i f i e d  enzyme w i t h  

d i t h i o t h r e i t o l  c a u s e d  a  r a p i d  r e l e a s e  o f  t h i o n i t r o b e n z o a t e , 

b u t  s e v e r a l  h o u r s  w e re  r e q u i r e d  f o r  t h e  f u l l  r e t u r n  o f  

a c t i v i t y  and t h e  r e s t o r a t i o n  o f  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  

o f  AMP s i t e s .

The d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  a  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  

3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b and t h e  D T N B - t r e a t e d  enzyme 

s t u d i e d  by K a s t e n s c h m i d t  e t  a l .  ( 3 0 ) .  S - 3 u l f o n a t i o n  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b r e s u l t s  i n  a  t h r e e - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  

Km f o r  AMP and  a  h y p e r b o l i c  r e s p o n s e  t o  AMP, w i t h  l i t t l e  

c h a n g e  i n  t h e  maximum v e l o c i t y  ( P i g .  1 0 ) .

A f t e r  t r e a t m e n t  o f  3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  

d i t h i o t h r e i t o l ,  t h e  k i n e t i c  r e s p o n s e  o f  t h e  enzyme t o  AMP 

b e com es  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  n a t i v e  e n z y m e .  The Km f o r  

AMP and  t h e  H i l l  c o e f f i c i e n t  f o r  d i t h i o t h r e i t o l - t r e a t e d , 

3 - a u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b a r e  c o m p a r a b l e  t o  t h e  c o r ­

r e s p o n d i n g  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  d i t h i o t h r e i t o l - t r e a t e d  n a t i v e  

p h o s p h o i y l a s e  b .  H o w ev e r ,  d i t h i o t h r e i t o l - t r e a t e d ,  3 - a u l -
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f o n a t e d  p h o a p h o r y l a s e  b  h a s  a  Vm ai  e q u a l  t o  a b o u t  8 0 ^  o f  

t h e  v a l u e  o b t a i n e d  f o r  d i t h i o t h r e i t o l - t r e a t e d  n a t i v e  p h o s ­

p h o r y l a s e  b .

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

p h o r y l a s e  b h a s  b e e n  shown t o  s e d i m e n t  a s  a  d i m e r  i n  t h e  

u l t r a c e n t r i f u g e , i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  d e c r e a s e  i n  maximum 

v e l o c i t y  i s  due  t o  i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  bond f o r m a t i o n .

I t  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  t h a t  some i n t r a m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  

bond  f o r m a t i o n  o c c u r s  when 3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b i s  

r e a c t i v a t e d  w i t h  d i t h i o t h r e i t o l .

K i d j a m  and P i h l  ( 7 1 )  and K o l t h o f f  ( 7 2 )  h a v e  shown t h a t  

m ixed  d i s u l f i d e s  a r e  i n t e r m e d i a t e s  i n  t h e  r e d u c t i o n  o f  

d i s u l f i d e s  by t h i o l s ,  and t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u c h  

m ixed  d i s u l f i d e s  c a n  be h i g h  e v e n  i n  t h e  p r e s e n o e  o f  a  l a r g e  

e x c e s s  o f  t h i o l .  U n d e r  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s ,  u n s y m m e t r i c a l  

d i s u l f i d e s  c a n  a l s o  be fo rm ed  by t h e  r e a c t i o n  o f  t h i o l s  

w i t h  a l k y l  t h i o s u l f a t e s  ( 7 3 ) .

When i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  b o n d s  a r e  fo rm ed  by 

o x i d a t i o n  o f  t h e  r a p i d l y - r e a c t i n g  -3H g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  

b ,  t h e  enzyme i s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  i n a c t i v a t e d .  I f  i n t e r ­

m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  bond  f o r m a t i o n  c a n  m a r k e d l y  l o w e r  t h e  

maximum v e l o c i t y  o f  p h o s p h o r y l a s e  b ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

i n t r a m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  bond  f o r m a t i o n  m i g h t  a c c o u n t  f o r  

t h e  s m a l l  r e d u c t i o n  i n  Vmax o b s e r v e d  f o r  d i t h i o t h r e i t o l -  

t r e a t e d ,  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b .

On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e
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u s e d  t o  i n a c t i v a t e  p h o s p h o r y l a s e  b  was i n  e x c e s s  o f  t h e  

am ount  r e q u i r e d  t o  o x i d i s e  2 . 8  -SH g r o u p s  p e r  m o l e c u l e  t o  

t h e  c o r r e s p o n d i n g  d i s u l f i d e s .  I t  i s  p o s s i b l e ,  t h e r e f o r e ,  

t h a t  some -SH g r o u p s  a r e  o x i d i s e d  t o  h i g h e r  o x i d a t i o n  

s t a t e s  t h a n  d i s u l f i d e ,  ( e .  g .  R S O j" ,  R*S0*3R, o r  R*S(>2*SR)» 

and t h a t  s u c h  m o d i f i e d  g r o u p s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l o w e r  

7n a z  o b s e r v e d  i n  d i t h i o t h r e i t o l - t r e a t e d ,  S - s u l f o n a t e d  

p h o s p h o r y l a s e  b .  A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  some am ino  

a c i d  r e s i d u e  a t  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  enzyme i s  p a r t i a l l y  

o x i d i z e d  a n d  t h i s  r e s u l t s  i n  a  s m a l l  d e c r e a s e  i n  t h e  

maximum v e l o c i t y  o f  t h e  3 - s u l f o n a t e d  e n z y m e .

On t h e  b a s i s  o f  t h e  k i n e t i c  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e ,  i t  

a p p e a r s  l i k e l y  t h a t  t h e  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b ,  t h a t  

a r e  o x i d i z e d  by o - i o d o s o b e n z o a t e  and  s u b s e q u e n t l y  s u l f o n a t e d  

a r e  t h e  same a s  t h o s e  t h a t  r e a c t  w i t h  DTNB. The e f f e c t s  

o f  i/TNB t r e a t m e n t  and  3 - e u l f o n a t i o n  on  t h e  K.^ f o r  AMP a nd  on 

t h e  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  o f  AMP s i t e s  i n  p h o s p h o r y l a s e  

b  a r e  a l m o s t  i d e n t i c a l .  T h e s e  e f f e c t s  c a n  be c o m p l e t e l y  

r e v e r s e d  by d i t h i o t h r e i t o l  i n  b o t h  D T N B - t r e a t e d  and 3 -  

s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b .

G o ld  ( 2 9 )  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  

c h l o r o d i n i t r o b e n z e n e  r e a c t s  w i t h  t h e  same -SH g r o u p s  o f  p h o s ­

p h o r y l a s e  b w h i c h  r e a c t  r a p i d l y  w i t h  i o d o a c e t a m i d e .  The  d a t a  

p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  t h a t  t h e s e  r a p i d l y - r e a c t i n g  -SH g r o u p s  

c a n  be  o x i d i z e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  d i s u l f i d e s  and  s u b ­

s e q u e n t l y  s u l f o n a t e d  w i t h  s u l f i t e .  F u r t h e r m o r e ,  S - s u l f o n a t e d
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p h o s p h o r y l a s e  b shows a  k i n e t i c  r e s p o n s e  t o  AMP w h i c h  i s  

a l m o s t  i d e n t i o a l  w i t h  t h a t  shown by t h e  D T N B-m odif ied  

enzyme s t u d i e d  by  K a e t e n s o h m i d t  e t  a l .  ( 3 0 ) .  I t  a p p e a r s  

l i k e l y ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  a l l  o f  t h e s e  r e a g e n t s  m o d i f y  t h e  

same r a p i d l y - r e a c t i n g  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b .

H o w e v e r ,  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e s e  -SH g r o u p s  w i t h  d i f ­

f e r e n t  r e a g e n t s  p r o d u c e s  d i f f e r e n t  e f f e c t s  on enzyme 

a c t i v i t y .  R e a c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  0 . 0 0 1  M 

i o d o a c e t a m i d e  d o e s  n o t  c a u s e  any  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  

enzyme a c t i v i t y  ( 2 5 ) .  R e a c t i o n  w i t h  DTNB ( 3 0 ) ,  c h l o r o -  

d i n i t r o b e n z e n e  ( 2 8 ,  2 9 )*  and  s u l f i t e  ( a f t e r  o x i d a t i o n )  c a u s e s  

a d e c r e a s e  i n  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  enzyme f o r  AMP and  a l t e r s  

t h e  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  o f  AMP s i t s s .  D i n i t r o p h e n y l -  

a t i o n  w i t h  c h l o r o d i n i t r o b e n z e n e , and  S - s u l f o n a t i o n ,  a l s o  

l o w e r s  t h e  Vmax o f  p h o s p h o r y l a s e  b s l i g h t l y .

On t h e  o t h e r  h a n d ,  o x i d a t i o n  o f  an  a v e r a g e  o f  2 . 8  

-SH g r o u p s  p e r  m o l e c u l e  o f  p h o s p h o r y l a s e  b  t o  t h e  c o r r e s p o n d ­

i n g  d i s u l f i d e s  c a u s e s  a l m o s t  c o m p l e t e  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  

e n z y m e .  S i n c e  g l y c o g e n ,  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e , and AMP do 

n o t  p r o v i d e  any  s i g n i f i c a n t  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  o - i o d o s o -  

b e n z o a t e - i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  

am in o  a c i d  r e s i d u e s  a t  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  p h o a p h o r y l a s e  b 

a r e  m o d i f i e d .

I t  i s  a p p a r e n t  t h a t  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  r a p i d l y - r e a c t ­

i n g  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  d i f f e r e n t  r e a g e n t s  

c a u s e s  d i f f e r e n t  e f f e c t s  on enzyme a c t i v i t y .  I t  i s  l i k e l y
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t h a t  t h e s e  e f f e c t s  a r e  a l l o s t e r i c  i n  n a t u r e  and  r e s u l t  f r o m  

c h a n g e s  i n  eneym e c o n f o r m a t i o n .  The a b i l i t y  o f  S - s u l f o n a t e d  

p h o a p h o r y l a s e  b t o  a s s o c i a t e  u n d e r  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  t h e  

n a t i v e  ensyme i s  a  d i m e r ,  s u p p o r t s  t h i s  c o n c l u s i o n .

B a t t e l l  e t  a l . ( 2 5 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  -SH g r o u p s  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b  t h a t  r e a c t  r a p i d l y  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  

may be  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  p h o s p h o r y l a s e  

b i n  v i v o .  The r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  s u p p o r t  t h i s  h y p o t h e s i s .

I t  i s  known t h a t  i n  r e s t i n g  m u s c l e ,  p h o s p h o r y l a a e  i s  

p r e s e n t  m a i n l y  i n  t h e  b fo rm  ( 7 4 ) ,  and t h e  ensyme h a s  v e r y  

l i t t l e  a c t i v i t y ,  e v e n  t h o u g h  s u f f i c i e n t  AMP i s  p r e s e n t  f o r  

a c t i v i t y  ( 7 5 ) .  The r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y  s u g g e s t  

t h a t  t h i s  l a c k  o f  a c t i v i t y  may be due  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  

i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  b o n d s  i n  p h o s p h o r y l a s e  b .

The a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  by AMP, and by  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b t o  p h o s p h o r y l a s e  a _ i s  w e l l  

known ( 1 ) .  P h o s p h o r y l a s e  i s  r a p i d l y  a c t i v a t e d  a t  t h e  

o n s e t  o f  m u s c l e  c o n t r a c t i o n ,  and a c t i v a t i o n  i s  a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  c o n v e r s i o n  o f  p h o s p h o r y l a s ©  b t o  p h o s p h o r y l a s e  a 

( 7 6 ) .  H o w e v e r ,  t h e  i n c r e a s e  i n  g l y c o g e n o l y e i s  w h i c h  o c c u r s  

i n  a n o x i c  m u s c l e  a p p e a r s  t o  r e s u l t  m a i n l y  f r o m  a c t i v a t i o n  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b ( 7 7 ,  7 8 ) .  Morgan  and  P a r m e g g i a n i  ( 7 8 )  

h a v e  a t t r i b u t e d  t h e  a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s  t o  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  AMP, and d e c r e a s e d  l e v e l a  

o f  ATP and  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e .  H o w e v e r ,  H e l m r e i c h  and 

C o r i  ( 7 5 )  h a v e  sh o w n ,  f r o m  m e a s u r e m e n t s  i n  v i v o ,  t h a t  a  6 0 -
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f o l d  I n c r e a s e  i n  p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y  o c c u r s  d u r i n g  

m u s c l e  c o n t r a c t i o n  u n d e r  a n o x i c  c o n d i t i o n s ,  w h i l e  o n l y  

a  2 - f o l d  d e c r e a s e  i n  t h e  ATP/AMP r a t i o  i s  o b s e r v e d .  T h i s  

d e c r e a s e  i n  t h e  ATP/AMP r a t i o  c a n n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  i n ­

c r e a s e  i n  p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y  w h ic h  o c c u r s  d u r i n g  

m u s c le  c o n t r a c t i o n .

I - s t r a i n  m ice  p r o v i d e  a  u s e f u l  t o o l  f o r  s t u d y i n g  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y ,  s i n c e  s k e l e t a l  m u s c l e  

f ro m  t h e s e  m ic e  d o e s  n o t  show any  p h o s p h o r y l a s e  a  a c t i v i t y  

( 7 9 ) .  T h i s  l a c k  o f  p h o s p h o r y l a s e  _ a _ a c t i v i t y  i s  p r e s u m a b l y  

due  t o  a  d e f i c i e n c y  i n  p h o s p h o r y l a s e  b k i n a s e  ( 8 0 ) .

D a n f o r t h  and Lyon ( 7 8 )  f o u n d  t h a t  t e t a n i c  s t i m u l a t i o n  

o f  s k e l e t a l  m u s c l e  f ro m  I - e t r a i n  m ic e  r e s u l t s  i n  a c t i v a t i o n  

o f  g l y c o g e n o l y s i s , b u t  t h e  e x t e n t  o f  a c t i v a t i o n  i s  l e e s  

t h a n  t h a t  o b s e r v e d  i n  c o n t r o l  m u s c l e .  H e l m r e i c h  and C o r i  

( 7 4 )  have  d i s c u s s e d  t h e s e  d a t a ,  and s u g g e s t  t h a t ,  w h i l e  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b t o  p h o s p h o r y l a s e  a  p l a y s  a  

r o l e  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  g l y c o g e n o l y s i s  d u r i n g  t e t a n i c  

s t i m u l a t i o n  o f  mouse s k e l e t a l  m u s c l e ,  a  m e c h a n ism  t h a t  

a l l o w s  p h o s p h o r y l a s e  b t o  be a c t i v a t e d  d u r i n g  m u s c le  

c o n t r a c t i o n  m u s t  e x i s t .

The d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  t h a t  s u c h  a  m ec h an ism  

c o u l d  i n v o l v e  t h e  r e d u c t i o n  o f  i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  b o n d s  

i n  p h o s p h o r y l a s e  b .
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S u m a r y  a nd  C o n c l u s i o n s

P h o a p h o r y l a s e  b l o s e s  95# o f  i t s  a c t i v i t y  a f t e r  o x ­

i d a t i o n  w i t h  a  t h r e e - f o l d  m o l a r  e x c e s s  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e .  

I n a c t i v a t i o n  i s  a c c o m p a n i e d  by a g g r e g a t i o n  o f  t h e  e n z y m e .  

D i t h i o t h r e i t o l  r e s t o r e s  t h e  a c t i v i t y  o f  o - i o d o a o b e n z o a t e -  

i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b t o  92#  o f  t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y ,  

and c a u s e s  r e - f o r m a t i o n  o f  t h e  d i m e r i c  s t r u c t u r e  w h i c h  i s  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  n a t i v e  e n z y m e .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  

t h a t  i n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b by o - i o d o s o b e n z o a t e  

i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  i n t e r m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  

b o n d s .
35 _R e a c t i o n  o f  t h e  o x i d i z e d  enzyme w i t h  50-^ l e a d s  t o  

13- e u l f o n a t i o n  o f  an  a v e r a g e  o f  1 . 4  -SH g r o u p s  p e r  m o l e c u l e  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b .  A f t e r  s e p a r a t i o n  f ro m  t h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e ,  5 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b h a s  59 t o  6 8 #  o f  

t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y  and  s e d i m e n t s  p r i m a r i l y  a s  a  d i m e r  

i n  t h e  u l t r a c e n t r i f u g e , T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  c o n ­

c l u s i o n  t h a t  o - i o d o s o b e n z o a t e  c a u s e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  i n t e r ­

m o l e c u l a r  d i s u l f i d e  b o n d s  i n  p h o s p h o r y l a s e  b .

The s u l f h y d r y l  g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b t h a t  a r e  o x ­

i d i z e d  by o - i o d o s o b e n z o a t e ,  and  s u b s e q u e n t l y  s u l f o n a t e d  

by s u l f i t e ,  a r e  i d e n t i c a l  w i t h  t h o s e  t h a t  r e a c t  r a p i d l y  

w i t h  i o d o a c e t a m i d e .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  s u p p o r t e d  by  t h e  

f o l l o w i n g :  1) I o d o a c e t a m i d e - t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b r e t a i n s

73  t o  85 p e r c e n t  o f  t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y  a f t e r  r e a c t i o n  

w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e .  2) o - a u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b
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h a s  1 , 5  t o  2 , 0  f e w e r  -SH g r o u p s  a v a i l a b l e  f o r  r a p i d  r e ­

a c t i o n  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  t h a n  n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b .

The a c t i v i t y  r e s p o n s e  o f  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o i y l a s e  

b t o  AMP s u g g e s t s  t h a t  S - a u l f o n a t i o n  o f  t h e  r a p i d 'V y -  

r e a c t i n g  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b  c a u s e s  a  d e c r e a s e  

i n  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  enzyme f o r  AMP, and  n e a r l y  a b o l i s h e s  

t h e  h o m o t r o p i c  c o o p e r a t i v i t y  o f  AMP s i t e s .  O x i d a t i o n  o f  

t h e  r a p i d l y - r e a c t i n g  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b by 

o - i o d o s o b e n z o a t e  l e a d s  t o  a  95$> l o s s  i n  enzyme a c t i v i t y ,  

w h i l e  a l k y l a t i o n  o f  t h e s e  -SH g r o u p s  w i t h  i o d o a c e t a m i d e  

h a s  l i t t l e  o r  no  e f f e c t  on  enzyme a c t i v i t y .  A p p a r e n t l y ,  

m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  same -SH g r o u p s  w i t h  d i f f e r e n t  r e a g e n t s  

l e a d s  t o  d i f f e r e n t  e f f e c t s  on enzyme a c t i v i t y .

S i n c e  s u b s t i t u t i o n  o f  t h e  r a p i d l y - r e a c t i n g  -SH g r o u p s  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b n e v e r  l e a d s  t o  a  c o m p l e t e  l o s s  o f  enzyme 

a c t i v i t y ,  t h e s e  -SH g r o u p s  c a n n o t  be  e s s e n t i a l  f o r  enzyme 

a c t i v i t y .  The i n a b i l i t y  o f  AMP o r  s u b s t r a t e s  t o  p r o t e c t  

t h e s e  -SH g r o u p s  a g a i n s t  o x i d a t i o n  by  o - i o d o s o b e n z o a t e  

s u g g e s t s  t h a t  t h e y  a r e  n o t  a t ,  o r  n e a r ,  t h e  AMP o r  s u b s t r a t e  

b i n d i n g  s i t e s .

T h e r e f o r e ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  r a p ­

i d l y - r e a c t i n g  -SH g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b i n d i r e c t l y  a f ­

f e c t s  t h e  enzyme a c t i v e  s i t e .  A c c o r d i n g l y ,  e a c h  m o d i f y i n g  

a g e n t  c a u s e s  a  c h a r a c t e r i s t i c  c h a n g e  i n  enzyme c o n f o r m a t i o n  

w h i c h  i n  t u r n  c a u s e s  t h e  o b s e r v e d  e f f e c t s  on enzyme a c t i v i t y .
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T h l s  h y p o t h e s i s  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g :  a )  I t  h a a  

b e e n  shown t h a t  o x i d a t i o n  o f  t h e  r a p i d l y - r e a c t i n g  -SH 

g r o u p s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b  r e s u l t s  i n  enzyme a g g r e g a t i o n ,  

b )  S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b a s s o c i a t e s  u n d e r  c o n d i t i o n s  

i n  w h i c h  t h e  n a t i v e  enzyme d o e s  n o t .

The d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  

t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  r a p i d l y - r e a c t i n g  -SH g r o u p s  o f  

p h o s p h o r y l a s e  b p l a y  a  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  

t h i s  enzyme i n  v i v o .
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T a b l e  I

The e f f e c t  o f  v a r i o u s  compounda  on t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  
p H o s p h o r y l a s e  b by and s u l f i t e

~ R e a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  5 . 0  x 
1 0 “ " W, 0 . 0 5  M s o d i u m - ^ - g l y c e r o p h o s p h a t e  and  0 . ^ 0 5  M 
NapSO^ a t  pH 6 , 7 .  R e a c t i o n s  w e re  c a r r i e d  o u t  i n  a  25 m l .  
O r l e n m e y e r  f l a s k  a t  0 ° C . The f i n a l  vo lu m e  was 2 . 0  m l .

A d d i t i o n s  t o  t h e  t  A c t i v i t y  r e m a i n i n g
r e a c t i o n  m i x t u r e  a f t e r  20 m in ?

None 79

MnSO o m i t t e d  4 100

MgOO^ r e p l a c e d  MnSQ^ 100

Op a tm o s p h e r e * 3 9

Np a tm o s p h e r e * 3 81

M a n n i t o l ,  0 . 0 2  M 89

a A l i q u o t a  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  w e r e  d i l u t e d  1 0 0 -  
f o l d  i n  a  b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  0 . 1  M m a l e a t e , 0 , 0 0 2  M 5DTA, 
and 1 m g . / m l .  BOA (pH 6 . 5 )  f o r  a s s a y  o f  p h o s p h o r y l a s e  b 
a c t i v i t y .  A c t i v i t i e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  
z e r o  t im e  a c t i v i t y  i n  e a c h  e x p e r i m e n t .

^ A f t e r  r e m o v i n g  z e r o  t i m e  a l i q u o t s ,  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l s  
w e re  f l u s h e d  w i t h  o x y g e n  o r  n i t r o g e n  and  s t o p p e r e d .
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Table II
The e f f e c t  o f  r e d u c i n g  a g e n t s  on  n a t i v e  and o - i o d o s o ­
b e n z o a t e  - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b
~  ' P h o a p h o r y l a s e  b ,  4 . 0  mg. p e r  m l . ,  wae I n c u b a t e d  w i t h ,  
and  w i t h o u t  o - i o d o s o b e n z o a t e ,  6 . 0  x 1 0 - 5  M, i n  a  b u f f e r  
c o n s i s t i n g  o f  0 . 0 5  M so d iu m  b a r b i t a l ,  0 , 0 0 1  M EDTA, and
1 . 0  H NaCl (pH 8 . 0 )  f o r  10 m i n u t e s  a t  25 °C .  A t  t h i s  t i m e ,  
a l i q u o t s  c o n t a i n i n g  200 A g - o f  p h o s p h o r y l a s e  b  w e re  
d i l u t e d  t o  1 . 0  m l ,  w i t h  0 . 0 5  M so d iu m  b a r b i t a l  0 . 0 0 1  M 
EDTA (pH 8 . 0 )  , c o n t a i n i n g  t h e  I n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  
r e d u c i n g  a g e n t .  A f t e r  30 m i n u t e s  a t  2 5 ° 0 . a l i q u o t s  w e r e  
d i l u t e d  1 0 - f o l d  i n  0 . 1  M m a l e a t e - 0 . 0 0 2  M EDTA-1 m g . / m l .
B3A a t  pH 6 , 5  f o r  a s s a y  o f  p h o s p h o r y l a s e  b a c t i v i t y .

R e d u c i n g  a g e n t  A c t i v i t y
i 've  o - i o d o e o b e n z o a t e

p h o s p h o r y l a s e  b t r e a t e d
p h o s p h o r y l a s e  b

None 100 6

D i t h i o t h r e i t o l ,  0 . 0 0 2  M 105 97

G l u t a t h i o n e ,  0 . 0 2  M 99 90

NaCN, 0 . 0 2  M 104 10

N a 2 ^ 0 ^ ,  0 . 0 2  M 103 76
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Table III
The e f f e c t  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e  on 1 - ^ C - i o d o a c e t n m i d e -  
t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b .

P h o s p h o r y l a s e  b ,  w h i c h  h ad  b e e n  r e c r y s t a l l i z e d  f ro m  
0 , 0 1 5  M d i t h i o t h r e i t o l ,  was  f r e e d  o f  AMP by  g e l  f i l t r a t i o n  
on a  S e p h a d e x  0 - 2 5  c o lu m n ,  w h i c h  had  b e e n  p r e v i o u s l y  e q u i l ­
i b r a t e d  w i t h  0 , 0 2  M s o d i u m - P - g l y e e r o p h o s p h a t e - 0 . 0 0 1 5  M 
EDTA (pH 6 , 8 ) ,  P h o s p h o r y l a s e  b ,  10 mg. p e r  m l . ,  was r e ­
a c t e d  w i t h  0 . 0 0 1  M l - l ^ C - i o d o a c e t a m i d e  f o r  60  m i n u t e s  a t  
50° C , i n  0 . 0 2  M s o d i u m - P - g l y c e r o p h o a p h a t e - 0 . 0 0 1 5  M EDTA 
a t  pH 6 . 8  ( 5 7 ) .  The r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  by a d d i t i o n  
o f  m e r c a p t o e t h a n o l  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 , 0 5  M.
The I ^ c - l a b e l e d  enzyme was  p a s s e d  t h r o u g h  a  Oephadex  G -25  
co lum n  w h i c h  had  b e e n  p r e v i o u s l y  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 0 5  M 
so d ium  b a r b i t a l - 0 ,0 0 1  W EDTA (pH 8 . 0 ) ,  P h o B p h o r y l a e e  b ,  
o r  i o d o a c e t a m i d e - t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  1 . 0  x 10*5 M, 
was r e a c t e d  w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e ,  5 . 0  x 1 0 - 5  M, f o r  10 
m i n u t e s ,  i n  0 . 0 5  M so d iu m  b a r b i t a l - 0 .0 0 1  M EDTA-1.0 II 
NaCl a t  2 5 ° 0 .

H o l e s

H o le

o f  l ^ C - i o d o a c e t a m i d e
i n c o r p o r a t e d  

o f  p h o s p h o r y l a s e  b

$  A c t i v i t y  a f t e r  
o - i o d o s o b e n z o a t e  

t r e a t m e n t

None 7

5 . 2 8 5 a

5 . 0 y ^ a , b

a A c t i v i t i e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  
a c t i v i t y  o f  i o d o a c e t a m i d e - t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  w h i c h  
h a d  n o t  b e e n  o x i d i z e d  w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e .

^ A f t e r  r e a c t i o n  w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e  f o r  1 h o u r ,  
t h i s  enzyme r e t a i n e d  61$  o f  t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y .
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Table IV

C - l o d o a c e t a m l d e  I n t o  n a t i v e  a n d

P h o s p h o r y l a s e  b was S - s u l f o n a t e d  w i t h  n o n - r a d i o a c t i v e  
so d iu m  s u l f i t e  a s  d e s c r i b e d  u n d e r  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s .
A f t e r  t h e  s e c o n d  ammonium s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n ,  S - s u l f o n a t e d  
p h o s p h o r y l a s e  b was d i s s o l v e d  I n  1 . 0  m l .  o f  0 . 0 2  M s o d i u m - £ -  
g l y c e r o p h o s p h a T e - 0 . 0 0 1 5  H EDTA (pH 6 . 8 ) ,  a nd  p a s s e d  t h r o u g h  
a  S e p h a d e x  G-25 c o lu m n  ( 0 . 9  x  23 cm.)  w h ic h  h ad  b e e n  p r e ­
v i o u s l y  e q u i l i b r a t e d  w i t h  t h e  same b u f f e r .  N a t i v e  p h o s ­
p h o r y l a s e  Jd, w h i c h  had  n o t  b e en  o x i d i z e d  w i t h  o - l o d o s o -  
b e n z o a t e ,  was c a r r i e d  t h r o u g h  t h e  same p r o c e d u r e .  The 
r e a c t i o n s  o f  n a t i v e  and S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b w i t h  
0 . 0 0 1  M 1 - l ^ C - i o d o a c e t a m i d e  w ere  c a r r i e d  o u t  f o r  60 m i n u t e s  
I n  0 . 0 2  M s o d l u m - ^ - g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 .0 0 1 5  M EDTA a t  pH 6 . 8  
( 5 7 ) ;  enzyme c o n c e n t r a t i o n s  r a n g e d  f r o m  2 . 7  mg. p e r  m l .  t o
3 . 2  mg. p e r  m l .

M oles o f  ^ C - l o d o a c e t a m i d e  
I n c o r p o r a t e d

H ole  o t  p h o s p h o r y l a s e  b

E x p e r i m e n t
n um ber

N a t i v e  enzyme S - s u l f o n a t e d  
____________________ enzym e

1 2 . 7 1 . 4

2 3 . 2 1.2

3 2 . 7 1 . 3
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T a b l e  V

The e f f e c t  o f  s u b s t r a t e s  and AMP on  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  
p h o V p h o r y l a a e ^ ' b y  o - i o d o e o b e n z o a t e

P h o s p h o r y l a s e  h , 2 . 6  mg. p e r  m l . ,  was  i n a c t i v a t e d  w i t h  
o - i o d o s o b e n z o a t e ,  "3.0 x 10~5 M, i n  0 . 0 5  M so d iu m  b a r b i t a l -  
0 . 0 0 1  M EDTA-1.0  V. NaCl (pH 0 . 0 )  a t  ? 5 ° C , A f t e r  10 m i n u t e s  
a l i q u o t s  w e re  d i l u t e d  1 0 0 - f o l d  w i t h  0 . 1  M m a l e a t e - 0 , 0 0 2  M 
GDTA-lmg. p e r  m l .  BSA (pH 6 . 5 )  f o r  a s s a y  o f  p h o s p h o r y l a s e  b 
a c t i v i t y .

A d d i t i o n s  t o  t h e  
r e a c t i o n  m i x t u r e

% I n a c t i v a t i o n ®

None 95

AMP, 0 , 0 0 1  V 95

G l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e , O . o p  M 96

G l y c o g e n ,  1% 95

G l u c o s e - l - p h o s p h a t e , 0 . 0 2  M 
+ AMP, 0 . 0 0 1  M

88

a I n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b i s  e x p r e s s e d  a s  a  
p e r c e n t a g e  o f  t h e  c o n t r o l  a c t i v i t y  i n  e a c h  e x p e r i m e n t .
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Table VI
The e f f e c t  o f  d i t h i o t h r e i t o l  on t h e  a c t i v i t y  and  ^ S 0 -x= 
c o n t e n t  o f  6 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b~

S - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  1 . 6  mg. p e r  m l . ,  was  
i n c u b a t e d  w i t h  0 . 0 1  M d i t h i o t h r e T t o l  i n  0 . 0 5  V s o d i u m - p -  
g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 ,0 0 1  M EPTA (pH 6 , 8 )  a t  25°0  . The S -  
s u l f o n a t e d  enzyme was p r e p a r e d  2 d a y s  p r i o r  t o  r e a c t i o n  
w i t h  d i t h i o t h r e i t o l  and s t o r e d  a t  4 ° C .  At t h e  t i m e  o f  
p r e p a r a t i o n ,  t h e  enzyme c o n t a i n e d  1 . 5  m o le s  o f  
m ole  o f  p h o s p h o r y l a s e  b and  i t s  a c t i v i t y  was 67^  o f  t h e  
c o n t r o l  a c t i v i t y .  At t h e  i n d i c a t e d  t i m e s ,  a l i q u o t s  w e re  
d i l u t e d  1 0 0 - f o l d  i n  a  b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  0 . 1  M m a l e a t e , 
0 , 0 0 2  M EPTA, 0 . 0 0 2  M d i t h i o t h r e i t o l ,  and  b o v i n e  s e ru m  
a l b u m i n ,  1 mg. p e r  m l .  (pH 6 . 5 ) ,  f o r  enzyme a s s a y .  Enzyme 
a c t i v i t i e s  w e re  m e a s u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 0 0 1  M
d i t h i o t h r e i t o l .

X n c u b a t  i  on t im e  
( h o u r s )

i> A c t i v i t y a M o les  35SO-J* 

Mole o f  enzym e

0 59 1 . 0

1 79 0 . 4 2

2 80 0 . 5 5

4 84 0 . 2 1

5 . 5 80 0 . 1 5

a Enzyme a c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  
a c t i v i t y  o f  n a t i v e  enzyme w h i c h  had  a l s o  b e e n  t r e a t e d  w i t h  
d i t h i o t h r e i t o l .
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TIME (MINUTES)

EIG . 1 .  I n a c t i v a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b I n  t h e  p r e s e n c e  
o f  Mn°+ and s u l f i t e . R e a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n e d  p h o s ­
p h o r y l a s e  b ,  5 . 0  x 1 0 - 6 M# 0 . 0 5  M e o d i u m - A - g l y c e r o p h o s p h a t e , 
and  5 . 0  x T 6 - 5 M HnSO/, a t  pH 6 . 7  and  0 ° C . t w i t h  0 . 0 0 5  M 
NapSOx ( •  ) o r  0 . 0 0 5  M Na^SO^ ( o ) .  The f i n a l  v o lu m e  waa
2 . 0  m l , ,  and  t h e  r e a c t i o n  was  c a r r i e d  o u t  i n  a  25 m l .  
E r l e n m e y e r  f l a s k .  At t h e  i n d i c a t e d  t i m e s ,  a l i q u o t s  w e r e  
d i l u t e d  1 0 0 - f o l d  i n  a  b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  0 , 1  M m a l e a t e ,  
0 . 0 0 2  M EDTA, and  1 m g . / m l ,  BSA (pH 6 . 5 )  f o r  a s s a y  
o f  p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y .



0
0 10 20 30 40

TIME (MINUTES)

5 0

PIG. 2 ,  The e f f e c t  o f  AMP and  s u b s t r a t e s  on t h e  i n ­
a c t i v a t i o n  o f  p h o a p K o r y l a a e ^  "M_ 5 '  ‘ ‘

0 . 0 5  M s o d i u m - 0 - g l y c e r o p h o s p :  __  „ ___
and  0 , 0 0 5  M N a2o03 ( o ) no  a d d i t i o n s ,  ( x ) a l s o  c o n t a i n e d  
0 . 0 2 5  M g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e , ( n  ) a l s o  c o n t a i n e d  0 . 0 0 1  M 
AMP, ( • )  a l s o  c o n t a i n e d  0 .025M g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  and 
0 . 0 0 1  M AMP, ( © ) a l e o  c o n t a i n e d  1% g l y c o g e n .  R e a c t i o n s  
w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  0 ° C . i n  a  25 m l .  P r l e n m e y e r  f l a s k ;  
t h e  f i n a l  v o lu m e  was 2 . 0  m l .  At t h e  i n d i c a t e d  t i m e s ,  
a l i q u o t s  w e r e  d i l u t e d  i n  a  b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  0 . 1  M 
m a l e a t e - 0 . 0 0 2  M E D T A - lm g . / m l . BSA (pH 6 . 5 )  f o r  a s s a y  o f  
p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y .

I T e a c t i o n " m i x t u r e s  c o n t a i n e d p h o s p h o r y l a s e  b ,  x it) u m
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KIG. ? S e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  p a t t e r n  o f  Mn?+ s u l f i t e  
i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b . I ^ o V p n  o r y  1 a s e  b 7 T .O  x 1 0 _ 5 Mf 
was i n a c t i v a t e d  by  i n c u h a ' f i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 . 0  x 
1 0 - 4 M MnS04 , and  0 , 0 0 5  M NapSO^ f o r  70  m i n .  a t  0 ° C . The 
b u f f e r  was  0 . 0 5  M s o d i u m - 0 - g l y c e r o p h o a p h a t e - O . 0 0 1  M EDTA 
a t  pH 6 . 7 .  The f i n a l  v o lum e  was 2 . 0  m l . ,  a n d  t h e  r e a c t i o n  
was c a r r i e d  o u t  i n  a  2 5 m l .  E r l e n r a e y e r  f l a s k .  U l t r a ­
c e n t r i f u g a t i o n  was c a r r i e d  o u t  i n  t h e  same b u f f e r  a t  2 0 ° C . 
The d i r e c t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  i s  t o  t h e  l e f t .  The p i c t u r e  
was t a k e n  16 m in .  a f t e r  t h e  r o t o r  r e a c h e d  a  s p e e d  o f
6 0 , 0 0 0  rpm .
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P IG .  4 .  I n a c t i v a t i o n  o f  p h O B p h o i r l a s e  b by  Cu.2+. R e ­
a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n  p h o a p h o r y l a s e  b ,  1 . 6  x 1 0 - 5  H ,  . 0 3  M 
i m i d a x o l e - H C l , 1 . 0  x 1 0 - 5  M EDTA, a t  pH 7 . 2  and 2 3 °C .  w i t h
1 . 5  x 1 0 - 5  M CUSO4, ( o )  , an d  1 . 5  x 1 0 - 5  M Na2S04 ( • ) ,  A l i q u o t s  
w e r e  d i l u t e d  1 0 0 - f o l d  i n  a  b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  0 . 1  M 
m a l e a t e ,  0 . 0 0 2  M EDTA, and 1 m g . / m l .  BOA (pH 6 . 5 )  f o r  a s s a y  
o f  p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y .
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F IG .  5 .  The s t o i c h i o m e t r y  o f  o - i o d o a o b e n g o a t e  I n ­
a c t i v a t i o n  o f  p h o a p h o r y l a s e  b . R e a c t l o n  m i x t u r e s - c o n t a i n e d  
p h o a p h o r y l a s e  b ,  1 . 0  x 1 0 " ^  M, 0 . 0 5  M s o d iu m  b a r b i t a l ,
0 . 0 0 1  M MDTA, T . o  M N a C l , and  o - i o d o a o b e n z o a t e  a t  pH 8 . 0 .  
A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  10 m i n .  a t  2 5 ° C . ,  a l i q u o t a  w e re  d i l u t e d  
1 0 0 - f o l d  i n  a  b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  0 . 1  M m a l e a t e ,  0 , 0 0 2  W 
EDTA, and 1 m g . / m l .  BOA (pH 6 . 5 )  f o r  a s s a y  o f  p h o s p h o r y l a s e  
a c t  i v i t y  .



PIG ,  6 ,  S e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  p a t t e r n s  o f  n a t i v e  
a nd  o - i o d o e o b e n z o a t e - l n a c t i v a t e d  p h o a p h o r y l a s e  b . H i t r a ­
ce n t r i f u g a t  i o n  was c a r r i e d  o u t  a t  4 8 , 0 0 0  rpm and  2 0 °C .  
S e d i m e n t a t i o n  p r o c e e d e  t o  t h e  l e f t ,  P h o a p h o r y l a s e  b ,
4 . 0  mg. p e r  ml „  was o x i d i z e d  w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e ,  6 . 0  
x 1 0 " 5  m, f o r  10 m i n .  i n  0 . 0 5  M s o d iu m  b a r b i t a l - 0 . 0 0 1  M 
HDTA-1.0 M NaCl (pH 8 , 0 )  a t  2 5 ° C . ,  and  t r e a t e d  a s  d e s c r i b e d  
b e lo w  i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n a c t i v a t i o n ,  (A) N a t i v e  a nd  
o - i o d o s o b e n z o a t e - t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b w e re  s u b j e c t e d  
t o  g e l  f i l t r a t i o n  on a  S e p h a d e x  G-25 c o lu m n  ( 0 . 9  x 23 c m . ) ,  
w h i c h  had  b e e n  p r e v i o u s l y  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 0 5  M s o d iu m  
b a r b i t a l - 0 . 0 0 1  M t’P T A - l .O  M NaCl (pH 8 . 0 ) ;  u l t r a c e n t r i ­
f u g a t i o n  w h s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  same b u f f e r .  U p p e r  p a t t e r n :  
p h o a p h o r y l a s e  b ,  5 .3  mg. p e r  m l .  Lower p a t t e r n :  o - i i d o s o -
b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  3 . 5  mg. p e r  m l .  The 
p i c t u r e  was t a k e n  16 m i n .  a f t e r  t h e  r o t o r  r e a c h e d  s p e e d ,
(B)  A l i q u o t s  o f  o - i o d o s o b e n z o a t e - t r e a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b 
w e re  i n c u b a t e d  w i t h  and  w i t h o u t  d i t h i o t h r e i t o l  a t  2 5 ° 0 .  f o r  
30 m i n . ,  b e f o r e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  The b u f f e r  was  0 . 0 5  M 
s o d iu m  b a r b i t a l - 0 . 0 0 1  M HDTA-0.9 M NaCl (pH 8 . 0 ) .  U p p e r  
p a t t e r n :  o - i o d o s o b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  3 . 6  
mg. p e r  m l . ,  w i t h  0 . 0 0 2  M d i t h i o t h r e i t o l .  Lower p a t t e r n :  
o - i o d o a o b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  3 . 6  mg. p e r  m l .  
The p i c t u r e  was t a k e n  39 m i n .  a f t e r  t h e  r o t o r  r e a c h e d  s p e e d .
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KIG. 7 .  The e f f e c t  o f  r u l f i t e  on t h e  s e d i m e n t a t i o n  
v e l o c i t y  p a t t e r n  o f  o - l o d o s o b e n z o a t e - i n a c t i v a t e d  p h o a -  
p h o r y l a s e  b . P h o a p h o r y l a a e  b 7 ~ 4 . ^  mg.  • ■ was
r e a c t e d  w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e , 6 . 0  x 1 0 " 5  M, f o r  10 m in .  
i n  0 . 0 5  M sod  ium b a r b i t a l - 0 .0 0 1  M SDTA-1.0  M NaCl (pH 8 . 0 )  
a t  2 5 °C .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  o x i d a t i o n ,  t h e  i n a c t i v a t e d  
e n z y m e ,  5 . 2  mg. p e r  m l . ,  was i n c u b a t e d  w i t h  0 , 0 1  M so d iu m  
s u l f i t e  f o r  30 m i n .  a t  2 5 °C .  The b u f f e r  was 0 . 0 5  M so d iu m  
b a r b i t a l - 0 . 0 0 1  M ODTA-O.8 M NaCl a t  pH 8 . 0 .  U l t r a ­
c e n t r i f u g a t i o n  was c a r r i e d  o u t  i n  t h i s  b u f f e r  a t  5 6 , 0 0 0  
rpra and  2 0 °C .  The d i r e c t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  i s  t o  t h e  
l e f t .  The p i c t u r e  was t a k e n  34 m i n .  a f t e r  t h e  r o t o r  
r e a c h e d  s p e e d .
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F IG .  8 .  T i t r a t i o n  o f  n a t i v e  ( *  ) and  S - a u l f o n a t e d  Co ) 
p h o a p h o r y l a a e  b w i t h  DTNB^ The r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  f o r  ~ T s m r  
t i t r a t i o n s , and  t h e  m e th o d  o f  p r e p a r a t i o n  o f  S - s u l f o n a t e d  
p h o a p h o r y l a a e  b f a r e  d e s c r i b e d  u n d e r  M a t e r i a l s  and  M e t h o d s .
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A B

FIG. 9 ,  C e d l m e n t a t i o n  v e l o c i t y  p a t t e r n s  o f  n a t i v e  
and F - a u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  w i t h ,  and  w i t h o u t  , 
d i  t h i o t h r e i t o l ~ i P h o s p h o r y l a s e  b ,  4 . 0  mg. p e r  m l . , was 
o x i d i z e d  w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e , 6 . 0  x 1 0 " 5  III, f o r  10 m in .  
i n  0 , 0 5  M s o d i u m  b a r b i t a l - 0 . 0 0 1  M EDTA-1,0 M NaCl (pH 8 . 0 )  
a t  05°  C . ;  t h e  vo lu m e  was 5 . 0  m l ,  3 - 3 u l f o n a t i o n  o f  p h o s ­
p h o r y l a s e  b was c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  u n d e r  M a t e r i a l s  
and  M e t h o d s .  P h o s p h o r y l a s e  b w h i c h  had  n o t  b e e n  o x i d i s e d  
w i t h  o - i o d o s o b e n z o a t e  was t a k e n  t h r o u g h  t h e  same p r o c e d u r e .  
U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  was c a r r i e d  o u t  in  0 . 0 5  M sodium->S- 
g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 .0 0 1  M OUT A (pH 6 . 8 ) .  (A) C am ples  o f
n a t i v e ,  and  3 - e u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b w e re  s t o r e d  a t  4 ° 0 .  
f o r  48 h o u r s  b e f o r e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  U p p e r  p a t t e r n :  
3 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  4 . 0  mg. p e r  m l .  Lower p a t t e r n :  
n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b ,  4 . 0  mg. p e r  m l .  The p i c t u r e  was 
t a k e n  55 m i n .  a f t e r  tTie r o t o r  r e a c h e d  s p e e d .  (B) A l i q u o t s  
o f  t h e  enzyme s o l u t i o n s  u s e d  f o r  F i g .  9A w e re  t r e a t e d  w i t h
0 . 0 0 5  M d i t h i o t h r e i t o l  f o r  1 h o u r  a t  2 5 ° C . ,  b e f o r e  u l t r a -  
c e n t r i f u g a t i o n .  The b u f f e r  was 0 . 0 5  M s o d i u m - 0 - g l y c e r o -  
p h o s p h a t e - 0 .0 0 1  M EBTA (pH 6 , 8 ) .  U p p e r  p a t t e r n :  3 -
s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b ,  2 . 7  mg. p e r  m l .  Lower p a t t e r n :  
n a t i v e  p h o s p h o r y l a s e  b ,  2 . 7  mg. p e r  m l .  The p i c t u r e  was 
t a k e n  57 m i n ,  a f t e r  t h e  r o t o r  r e a c h e d  s p e e d .  U l t r a c e n t r i ­
f u g a t i o n  i n  (A) and (B) was  c a r r i e d  o u t  a t  5 6 , 0 0 0  rpm and 
2 0 ° C . ;  t h e  d i r e c t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  i s  t o  t h e  l e f t .
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P10 . 1 0 .  D o u b l e - r e c i p r o c a l  p l o t s  o f  t h e  a c t i v a t i o n  
o f  n a t i v e  ( # )  and 5 - s u l f o n a t e d  p h o s p h o r y T a s e  b~fey AMP.
X c t i v i t y  m e a s u r e m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  I n  0 , OoS Si s o <3i u m - p -  
g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 .0 0 3  M EDTA b u f f e r  (pH 6 . 8 ) ,  c o n t a i n i n g  
0 , 6 ^  g l y c o g e n ,  0 . 0 4 8  M g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e , and  v a r i o u s  
a m o u n t s  o f  AMP a t  2 3 ° C . The ensyme c o n c e n t r a t i o n  was 25 /< g .  
p e r  m l .  S - O u l f o n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  b was p r e p a r e d  a s  
d e s c r i b e d  u n d e r  M a t e r i a l s  and  M e t h o d s ,
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PIG. 1 1 .  H i l l  p l o t s  f o r  t h e  a c t i v a t i o n  of  n a t i v e  ( •  ) 
and G - s u l f o n a t e d  ( O ) p h o a p h o r y l a a e  b hy AMP. The d a t a  w e re  
t a k e n  f rom  F i g ,  l C ,
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■ ' IG .  1 2 .  H i l l  p l o t a  f o r  t h e  a c t i v a t i on o f  d i t h i o t h r e 1 t o l -  
t r e a t e d # n a t i v e ~ (  o  ) and d i t h i o t h r e i t o 1 - t r e a t e d . 5 - s u I -  
? o n a t e T  ( V )  p h o a p K o iy T a a e  b by AM£. T^a i ive  p h o a p h o r y l a a e  
b ,  lT5_ mg. p e r  m lT , and  S - s u l f o n a t e d  p h o a p h o r y l a a e  b ,  1 . 6  mg. 
p e r  m l . ,  w e re  i n c u b a t e d  w i t h  0 . 0 1  M d i t h i o t h r e i t o l  f o r  17 
h o u r s  i n  0 . 0 5  M s o d i u m - / * - g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 .0 0 1  M EDTA 
C pH 6 . 8 )  a t  23°C .  At t h i s  t i m e ,  a l i q u o t s  w ere  d i l u t e d  1 : 1 2  
i n  0 . 0 0 8  H s o d i u m -  - g l y c e r o p h o s p h a t e ,  0 . 0 0 ?  M EDTA, 0 . 0 0 2  M 
d i t h i o t h r e i t o l ,  f o r  a e a a y  o f  p h o a p h o r y l a a e  a c t i v i t y .  A c t ­
i v i t y  m e a s u r e m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  0 . 0 0 8  M so d iu m - /® -  
g l y c e r o p h o s p h a t e - 0 ,0 0 3  M EDTA-0.001 M d i t h i o t h r e i t o l  b u f f e r  
(pH 6 . 8 j ,  c o n t a i n i n g  0 , 6%  g l y c o g e n ,  0 . 0 4 8  M g l u c o s e - 1 -  
p h o a p h a t e ,  and  v a r i o u s  a m o u n ts  o f  AMP a t  ?3°C .  The enzyme 
c o n c e n t r a t i o n  was 25 / ( g .  p e r  m l .
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