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RESUMEN

En cerebro de mamiferos y de pollo se encuentra una
actividad hexoquindsica asociada a la mitocondria. En el caso
de mamiferos tal actividad corresponde a una isoenzima especifica
(hexoquinasa A), de las cuatro presentes en varios tejidos. En
el caso del pollo no es claro que sea hexoquinasa A la enzima
presente en mitocondrias de cerebro. Para abordar este problema
se hizo necesario purificar a homogeneidad la actividad hexoquind-
sica presente en cerebro de pollo, estudiar sus propiedades vy
establecer sus posibles relaciones de homologia con la hexoquina-
sa A de cerebro de rata.

Se disefi¢ un protocolo de purificacion para la hexoquinasa
de cerebro de pollo que implica la solubilizacién de la enzima
de las mitocondrias con glucosa-6-P y cromatografias en DEAE-celu-
losa, hidroxilapatita, Sephacryl S5-300 y agarosa azul-2. La
enzima se purificé 219 veces (a partir de las mitocondrias) y se
logré una actividad especifica de 47 U/mg de protefna. Cuando
la preparacién se sometia a electroforesis en geles de poliacrilami-
da en presencia de SDS, se obtenia un sola banda de proteina.
Los wvalores de Km para glucosa y ATP de la hexoquinasa de
cerebro de pollo fueron 0,13 mM y 0,45 mM, respectivamente. EI
valor de Km para glucosa obtenido es diferente al de Ila
isoenzima A de rata (0,06 mM) y similar al de la hexoquinasa B

de rata (0,15 mM).
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La masa molecular relativa, calculada a partirjde los

resultados de la filtracién a través de Sephacryl S5-300 vy
electroforesis en condiciones desnaturantes, fue aproximadamente
100.000, lo que coincide con el estimado para hexoquinasa A vy
otras de rata.

Se prepararon sueros inmunes contra hexoquinasa A |de rata
y hexoquinasa de cerebro de pollo y se caracterizaron| por su
efecto sobre la actividad de las enzimas que se usaron como
antigenos y por microinmuno-ensayo (ELISA). Los sueros |inmunes
mostraron ser especificos para el antigeno ya que no presentaron
reaccidén cruzada cuando se midid su capacidad de inhibir la
actividad hexoquindsica. Sin embargo, estos sueros presentaron
reaccién cruzada cuando se midié su capacidad de uni‘5n a la
enzima mediante la técnica ELISA.

Se compard la reactividad inmunolégica de hexoquinasa A de
cerebro de rata y de cerebro de pollo por inmunoadsorcién en
placas con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la enzima
de rata. lLos resultados indicaron que varios de estos anticuerpos
reconocen epitopos en la enzima de cerebro de polio.

Cromatografias en columnas de DEAE-celulosa (en idénticas
condiciones) de las isoenzimas de cerebro de rata y de cerebro e
higado de pollo mostraron que la movilidad cromatogrifica de la
hexoquinasa de cerebro de pollo es diferente a laj de |la
hexoquinasa obtenida de cerebro de rata y, en cambio,| es muy

similar a la de la hexoquinasa | de higado de pollo.




La identidad de la hexoquinasa de cerebro y hexoquinasa |
de higado de pollo pudo demostrarse mediante el suero inmune
anti—-hexoquinasa de cerebro de pollo, el que fue capaz de
inhibir la actividad enzimdtica de la hexoquinasa | pero no de
la hexoquinasa || de higado.

El tratamiento de la hexoquinasa de cerebro de pollo con
tripsina generd cuatro fragmentos que ti-enen aproximadamente
las siguientes masas moleculares: 92,000, 63.000, 53.000, 43.000.
La hexoquinasa A de cerebro de rata en condiciones similares
generd el mismo nimero de fragmentos cuyas masas aproximadas
fueron: 92,000, 64.000, 54.000 y 42.000.

Al comparar la migracién electroforética de las enzimas
utilizando geles de poliacrilamida en placa con un gradiente
transversal de poliacrilamida en condiciones nativas, la hexoqui-
nasas de cerebro de pollo y cerebro de rata presentaron distinto
comportamiento en presencia y ausencia de ligandos. En ausencia
de ligandos, la isoenzima de cerebro de rata presenté una forma
molecular mayoritaria que corresponderia al monémero. En las
mismas condiciones, la isoenzima de cerebro de pollo presentd
varias formas moleculares que corresponderian a mondmero, dimero
y trimero. En presencia de glucosa-6-P, es posible apreciar dos
formas moleculares en la hexoquinasa de cerebro de rata, mien-
tras que en cerebro de pollo hay varias. En presencia de ATP

en ambas enzimas predominé el estado monomérico.




La composicién aminoacidica de la hexoquinasa de cerebro

de pollo es parecida a la de las hexoquinasas de mamiferos.




ABSTRACT

Mammalian brain cells contaln an hexokinase activity'
associated to mitochondria, which has been shown to correspond
to hexokinase A, one of the four isozymes found in different
tissues. Chicken brain also contains a mitochondrial hexokinase
activity, but it is not known to what type of isozyme did it
correspond. In order to establish the identity of this hexokinase
activity, | have purified chicken brain hexokinase to
homogeneity, and studied its properties and possible relationships
to rat brain hexckinase A. )

The purification procedure employed involved: solubilization
of the mitochondrial enzyme with glucose-6-P, followed by
chromatography in DEAE-cellulose, hidroxyapatite, Sephacryl S5-300
and Agarose Blue-2., The enzyme was purified 219 fold (from
mitochondria) and the final specific activity was 47 U/mg. When
submitted to run in peolyacrilamide-SDS gels, only one band was
detected. Km wvalues for glucose and ATP were 0.13 mM and 0.45
mM, respectively. The Km for glucose was different to that
obtained for the rat brain isozyme (0.06 mM), and similar to
that of rat hexokinase B (0.15 mM).

The relative molecular mass, calculated from the results of
Sephacryl S$-300 chromatography and of the SDS electrophoresis,
was approximately 100,000, which agrees well with that estimated

for rat hexokinases A, B and C.;
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Immune sera were prepared against 'either rat hexokinase A
or chicken brain hexokinase. Both sera were characterized related
to their effect on the activities of the two enzymes, as well as
by ELISA microimmuno-assay. Each serum specifically inhibited
only the activity of its corresponding antigen, but it showed
cross reactivity when assayed by ELISA.

Monoclonal antibodies to rat hexokinase were used to further
clarify the immunological relationship of chicken brain hexokinase
to the rat brain hexokinase A. Results revealed that several
monoclonal antibodies to rat hexokinase do recognize epitopes in
the chicken brain hexokinase.

DEAE-cellulose chromatography of both enzymes (under the
same conditions) revealed that the chromategraphic mobility of
the chicken brain hexokinase was different to that of rat brain
hexokinase A, and rather similar to that of chicken Iliver
hexokinase 1.

The antiserum prepared against chicken brain hexokinase
was able to inhibit the activity of chicken liver hexokinase I,
but not that of hexokinase I, thus  establishing the
immunological identity of those isoenzymes.

Trypsin digestion of chicken brain hexockinase produced four
fragments of the following approximate molecular masses: 92,000;
63,000; 53,000 and 43,000. Same treatment of rat brain hexc;kinase
under same conditions produced four fragments: 92,000; 64,000;

54,000 and 42,000.

*xXi




The two enzymes were also compared by electrophoresis in
slab gels with a transverse pore gradient in the absence of
denaturing agents. The rat brain isozyme migrated mainly as a
monomer in the absence of ligands, while the chicken brain
hexokinase migrated as monomer, dimer and trimer. Conversely,
in the presence of glucose-6-P, the rat brain isozyme was
present in two forms, while that of chicken brain migrated as
several forms and the presence of ATP, both enzymes migrated
mainly as monomer.

The amincacid composition of the chicken brain hexokinase

was found to be similar to those of other mammalian hexokinases.
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INTROGDUCCION
La fosforilacién de glucosa y otras hexosas es catalizada por
enzimas lIlamadas hexoquinasas (ATP: D-hexosa 6-fosfotransfera-
sas, EC 2.7.1.1):

D-Glucosa + MgATP — > D-glucosa-6-P + MgADP + H'

La presencia de formas miltiples de hexoquinasa se establecid

por primera vez en el higado de la rata {Rattus norvegicus)

(Gonzdlez y col., 1964), mediante la separacién por cromatografia
en DEAE-celulosa de cuatro isocenzimas designadas A, B, C y D.
Cada isoenzima posee diferentes caracteristicas cinéticas, distribu-
cién tisular y regulacién de sus niveles por dieta y hormonas
(Niemeyer y col., 1975; Ureta, 1975). Las isoenzimas A, B y C
presentan Km baja para glucosa, entre 0,01 y 0,2 mM, mientras
que la isoenzima D tiene una Km mas alta, 5 mM (Gonzdlez vy
col., 1964; 1967). Esta diferencia puede ser importante en Ia
regulacién de la utilizacién de los carbohidratos. La isoenzima
C es ademds Inhibida por glucosa. Los tejidos extrahepaticos
presentan las tres fosfotransferasas de baja Km en proporciones
diferentes y caracteristicas. La isoenzima A predomina en cere-
bro, rifidn y testiculos. La iscenzima B es la mds importante
de! tejido adiposo, mdsculo cardiaco y mdsculo esquelético. A

diferencia de las isoenzimas A y B, la isoenzima C siempre se




emcuentra en pequefias cantidades (Wilson, 1985). La isoenzima D
se presenta sblo en higado y péncreas (Meglasson y col., 1983}.
En el caso de la isoenzima de higado sus niveles varian después
de modificar la cantidad o naturaleza del alimento (Niemeyer vy
col., 1963, 1965) y es controlada por el sistema endocrino,
especialmente insulina, glucagdn y catecolaminas (Salas y col.,
1963; Niemeyer y col., 1966, 1967; Ureta y col., 1970).

Las hexoquinasas A, B y C son monbémeros de 100,000
{Grossbard y Schimke, 1966) mientras que la hexoquinasa D es
un mondémero de 50.000 (Pilkis y col., 1968; CArdenas y col.,
1978). Las pruebas disponibles sobre composicién de aminodcidos
han llevado a postular que las hexoquinasas A, B y C de
mamiferos pueden ser el resultade de la duplicacién de un gen
ancestral (Ureta y col., 1987).

Las isoenzimas A y B se encuentran en apreciable cantidad
en la fraccién particulada, especificamente en la membrana exter-
na de la mitocondria, mientras que la isoenzima C sdlo se ha
encontrado en la fraccién soluble. Se cree que el principal moda

de regulacién de la actividad hexoquindsica in vivo ocurre por

una unidén reversible de la enzima a una proteina especifica de
la membrana mitocondrial (Wilson, 1985).

En este laboratorio se han realizado numerosos estudios compa-
rativos de los perfiles cromatograficos de las hexoquinasas en
vertebrados (Ureta, 1975; 1982), suponjende que las variaciones

cualitativas y cuantitativas encontradas en las diversas especies




estudiadas permitirfan intuir qué papel juega cada isocenzima en
el metabolismo glucidico {(Ureta y col., 1979; Ureta, 1982). Tal
suposicién ha resultado infundada. En efecto, aldn cuando es
posible documentar notables diferencias en los perfiles cromatogra-
ficos de estas isoenzimas en higado, tanto a nivel de clase,
orden, familia y alin especie, no ha sido posible establecer una
correlacién entre tales diferencias y la fisiologia del metabolis-
mo hidrocarbonado en estos animales (Ureta y col., 1979; Ureta
1982).

Hace algunos afios, Ureta y col., (1972, 1973) realizaron
estudios cromatogrdficos de las hexoquinasas de higado de aves
v detectaron la presencia de solo dos isoenzimas, que se semeja-
ban a las hexoquinasas A y B de mamiferos, pero diferian de
ellas en varios aspectos. Se demostrd ademds que en el higado
de aves no estdn presentes isoenzimas con propiedades semejantes
a las hexoquinasas C y D de mamiferos. Todavia mds, un
estudio de la ontogenia de las hexoquinasas de polle mostrd dos
isoenzimas adicionales en embriones, no expresadas en el higado
adulto, las cuales tampoco corresponden a hexoquinasas C o D
{Lagos y Ureta, 1981). Por lo tanto, no es claro cudles son las
relaciones entre las hexoquinasas de aves y las de rata. En
extractos de cerebro de pollo se encuentra una sola hexoquinasa
ta cual estd mayormente asociada a las mitocondrias, pero no se
conoce su identidad o similitud con la hexoquinasa A tipica del

cerebro de mamiferos, que también se encuentra unida a las




mitocondrias.

La homologacién de las hexoquinasas de aves con las enzimas
de mamiferos no es un mero problema de nomenclatura. En
efecto, Ureta y col. (1975, 1979) postularon un evento mutacional
que habria ocurrido durante la evolucion del tronco principal
que origind a reptiles superiores y aves, mutacién que habria
resultado en hexoquinasas diferentes a las de quelonios y mam/ fe-
ros, pero con conservacién de la masa molecular.

Existen pocos estudios comparativos estructurales de las hexo-
quinasas de vertebrados, principalmente porque sélo ha sido
posible purificar a homogeneidad algunas de ellas. Por otra
parte, el tamafio de las hexoquinasas (aproximadamente 850
aminodcidos en el caso de las hexoquinasas A, B y C) ha
restringido los estudios de secuencia. Por estas razones, las
comparaciones entre hexoquinasas han tomado en cuenta caracteris-
ticas estructurales gruesas, como por ejemplo, la composicién de
aminodcidos o la reactividad inmunolbgica cruzada. En este
laboratorio, Clark-Turri y col. (1974) prepararon un antisuero
que era capaz de inhibir la actividad de la hexoquinasa D
obtenida de varias especies de mamiferos. De igual forma Ndfiez
y col. (1985) wutilizaron un suero inmune preparado en conejo
contra hexoquinasa A aislada de varios mamiferos y encontraron
que el suero inmune es.capaz de inhibir s6lo marginalmente la
actividad de la hexoquinasa A de otras especies, aun de aquellas

especies muy relacionadas, como el ratén y otros roedores.




La isoenzima aproplada para estudios comparativos inmunoldgi-
cos y estructurales es la hexoquinasa A, pues se ha acumulado
ya mucha informacién valiosa sobre ella. Los niveles de esta
enzima son muy altos en el cerebro de la mayoria de los
vertebrados. Una alta proporcién de la actividad de hexoquinasa
A de cerebro se encuentra asociada a la mitocondria (Crane vy
Sols, 1953), desde donde puede ser solubilizada especificamente
por glucosa-6-P o ATP (Rose y Warms, 1967). Esta caracteristica
ha sido aprovechada para establecer un protocolo de purificacién
para la enzima de rata, que es simple y de alto rendimiento
{Chou vy Wilson, 1972). La disponibilidad de este protocolo ha
permitido la preparacién de anticuerpos convencionales (Quchi e
Ishibashi, 1975; Nafiez y col., 1985) y monoclonales (Finney vy
col., 1984; Wilson y col., 1985), de gran potencialidad para
estudios evolutivos.

lLLa digestién triptica limitada (Polakis y Wilson, 1984} de la
hexoquinasa de cerebro de rata genera tres péptidos cuyas
masas moleculares son: 10.000 (situado en el extremo N-terminal},
50.000 y 40.000 (situado en el extremo C-terminal). Los fragmen-
tos corresponderfan a los principales dominios estructurales de
la enzima. Los sitios de unién para ATP y glucosa se han
localizado en el fragmento C-terminal (Nemat-Gorgani y Wilson,
1986; Schirch y Wilson, 1987). E! sitio de unién para glucosa-
6-P, un inhibidor alostérico de hexoquinasas, pareceria residir

en el fragmento de 50.000 (Polakis y Wilson, 1985}.




En esta tesis nos proponemos estudiar la relacién que existe
entre la hexoquinasa A de cerebro de mamiferos y la hexoquinasa
presente en cerebro de aves, lo cual puede abordarse comparando
la isoenzima de cerebro de pollo con la hexoquinasa A de rata,
principalmente porque disponemos de un protocolo de purificacién
para la enzima de cerebro de rata y de una baterfa de
anticuerpos monoclonales anti-hexoquinasa A de cerebro de rata
(Finney y col., 1984; Wilson y col., 1985) que ofrecen una
alternativa para comparar estas isoenzimas. Mds aun, los epfto-
pos reconocidos por varios de estos anticuerpos monoclonales han
sido localizados en regiones especificas de la molécula de hexoqui-
nasa A de cerebro de rata (Wilson y col., 1985).

lLa mayoria de estos anticuerpos anti-hexoquinasa A ne presen-
tan reaccién cruzada con las hexoquinasas B, C o D (observacio-
nes no publicadas de este laboratorio). Por ello, la presencia de
epftopos de hexoquinasa A de rata en algunas hexoquinasas de
pollo indicaria homologia entre ambas enzimas.

La digestién triptica, por otra parte, ofrece una herramienta
adicional para comparar las relaciones estructurales entre ambas
enzimas.

Este trabajo tiene por finalidad establecer la homologia de
la hexoquinasa de cerebro de pollo con la hexoquinasa tipica de
cerebro de mamiferos, utilizando las técnicas de inmuno-reactivi-

dad y la digestién triptica limitada.




Para cumplir con estos propdsitos fue necesario:

Purificar la hexoquinasa de cerebro de rata por el método de
Chou y Wilson (1972} modificado por Polakis y Wilson (1984}.
Purificar hexoquinasa de cerebro de pollo. Para ello se
utilizd un protocolo que consiste en la solubilizacién de la
enzima desde las mitocondrias y cromatografias en DEAE-celulo-
sa, hidroxilapatita, filtracién en gel y cromatografia de
seudo-afinidad.

Preparar antisueros policlonales para ambas enzimas en cone-
jo, vy estudiar su reactividad cruzada.

Estudiar el efecto de anticuerpos monoclonales anti-hexoquina-
sa A de rata en la hexoquinasa obtenida de cerebro de pollo.
Estudiar el efecto de algunos ligandos sobre las enzimas que
se comparan, utilizando electroforesis en condiciones nativas.
Ademds, se hizo una caracterizacién global de la enzima de
pollo: masa molecular, movilidad cromatogrdfica, propiedades
cinéticas, para comparar con la informacién disponible para

la hexoquinasa A de rata.




MATERIALES Y METODOS

Reactivos

De Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. E.E.U.U., se obtuvie-
ron los sigulentes reactivos: NAD+, ATP, D-glucosa, glucosa-6-fo-
sfato, Tris, acrilamida, bis-acrilamida, glicina, fenazina-meta-
sulfato, azul de nitrotetrazolio, Tripsina, TPCK, o-fenilendiamina,
monotioglicerol, dodecilsulfato de sodio, fenilmetilsulfonilfluoruro,
azul de Coomassie R, azul de Coomassie G, azul de dextrano
2.000, Tritén X-100, 2-mercaptoetanol, glucosa-6-fosfato-deshidro-

genasa de Leuconostoc mesenteroides, catalasa de higado de

buey, aldolasa de misculo de conejo, ovoalbdmina, alblmina
bovina, hexoquinasa de levadura, citocromo ¢ de corazén de
caballo, marcadores de masa molecular conocida. De Amersham/-
Searle Illinois, E.E.U.U., se obtuvieron: POPOP y PPO v, IMCI

lisina de New England Nuclear (Boston E.E.U.U.}. De Cappel

(West Chester. Pa}, IgG anti-ratén conjugado con peroxidasa de
rabanito. De Difco Laboratories (Detroit, M!}, coadyuvante de
Freund, completo e incompleto. De Polysciences (Washington,

E.E.U.U.}, se obtuvo TEMED y persulfato de amonio.
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Material cromatografico

El material para cromatografifas se obtuvo de diferentes fuentes:
DEAE-Celulosa, de Pharmacia (Uppsala, Suecia), hidroxilapatita,
de Bio-Rad Laboratories (California, E.E.U.U.), Sephacryl S-300
y Reactive Blue 2-Agarose, de Sigma Chemical Co. S5t. Louis (Mo.

E.E.U.U.).

Material! bioldgico

Se utilizaron los siguientes materiales:

Cerebros de rata (Rattus norvegicus, tipo Sprague-Dawley), obteni-

dos del Instituto de Salud Publica de Chile.

Cerebros e higados de pollos (Gallus domesticus, variedad

broiler) donados por Avicola Ariztia Ltda.

Conejos (Oryctolagus cuniculus, albino) del Instituto de Salud

Pdblica de Chile.
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Soluciones de uso frecuente

Solucién A:

Solucién B:

Solucién C:

Solucién D:

Solucién E:

Solucién F:

PBS

PBS-Tween:

Monotioglicerol 10 mM, glucosa 10 mM.

Tris-HCI 10 mM, glucosa 10 mM monotioglicerol
10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0.

Fosfato de potasio 5 mM, glucosa 10 mM, mono-
tioglicerol 10 mM, pH 7,0.

Tris-HC! 10 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM,

Fosfato de sodio 50 mM pH 8,0.

Fosfato de sodio 0,1 M, EDTA 0,5 mM, menotiogli-
cerol 10 mM, glucosa 10 mM, pH 7,0.

Fosfato de sodio 10 mM, NaCl! 154 mM, pH 7,0.
Fosfato de sodio 10 mM, NaCl 154 mM, Tween 20

0,05%, pH 7,0.




11

METODOS

Medicién de actividad

La actlividad fosforilante de glucosa se media con un ensayo
espectrofotométrico acoplando la formacién de glucosa-6-P con la
reduccidon de NAD+ en presencia de glucosa-6-P deshidrogenasa
(Ureta y col., 1981). La formacién de NADH se segufa a 340 nm

en un espectrofotédmetro Zeiss termorregulado a 30° en 0,5 ml de

medio que contenfa (concentraciones finales): KCl 10 mM, Tris
HC! 100 mM (pH 7,5), Mg('.‘l2 12,6 mM, ATP 5 mM, glucosa 0,5 mM
EDTA 1,6 mM, NAD' 0,5 mM y 0,1 U de glucosa-6-P-deshidrogenasa

de Leuconostoc mesenteroides. Como blanco de la reaccidn se

usaba el mismo sistema de incubacién, pero omitiendo el ATP.
Una unidad de actividad hexoquindsica se define como la canti-
dad de enzima que cataliza la formacién de 1 mol de glucosa-

6-P en las condiciones sefaladas.

Medicion de protelnas

LLa concentracién de proteinas de los eluidos de cada columna
se determinaba midiendo la absorbancia a 280 nm. Para calcular
la actividad especifica de cada etapa de purificaciéon se determi-
naba la concentracién de protefnas por el método de Bradford

(1976). Para este fin, se confeccionaba una curva de calibracién

con soluciones de seroalbtimina a diferentes concentraciones hasta




100 pg/ml. La concentracién de hexoquinasa de cerebro de rata
se determinaba por la absorbancia a 280 nm usando un coeficiente

de extincién molar de 5,1 x 10* x em? x mol™!

{Chou y Wilson
1972). La concentracién de tripsina también se determinaba a
280 nm basdndose en que una solucién de 1 mg/ml posee una

absorbancia de 1,45 (Polakis y Wilson, 1984}.

Determinacién de la concentracién de sales en solucién

lLas concentraciones de KC| de las fracciones eluidas desde
las columnas cromatogriaficas de DEAE-celulosa y las concentracio-
nes de fosfato de las fracciones eluidas desde las columnas de
hidroxilapatita se determinaban utilizando un conductimetro Radio-
meter calibrado con soluciones estdndar de KCI en la solucién B

y de fosfato de potasio en la solucidén C.

Preparacién y regeneracién de los materiales cromatograficos

1. DEAE-celulosa

DEAE-celulosa microgranular (DE-52) se suspendia en 5 voli-
menes de amortiguador Tris-HClI 10 mM, y EDTA 1T mM, pH 7,0 v
se eliminaba el material fino por decantacidén repetida., Finalmente
se suspendia el intercambiador en el mismo amortiguador, pero
adicionade de 10 mM glucosa y 10 mM de MTG. La suspensidén se
desgasificaba durante 30 min mediante una bomba de vacio y se

empacaba en una columna de 1,8 cm de didmetro por 20 cm de

12




altura. Después de la cromatografia, el intercambiador se regene-
raba colocando la suspensién de DEAE-celulosa en un embudo
Biichner provisto de papel filtro Whatman 1, conectado a un
sistema de vacfo. El intercambiador se trataba con 10 volGmenes
de HCI 0,5 M, seguidos de 15 volimenes de agua desionizada y
de 10 wvolGmenes de NaOH 0,5 N y finalmente de 15 volimenes de

agua desionizada hasta pH neutro.

2. Hidroxilapatita

Se mezclaban hidroxilapatita y celulosa en partes iguales
{p/p); la mezcla se suspendia en 5 volimenes de agua desioniza-
da y se dejaba sedimentar para remover el material fino. Esta
operacién se repetia varias veces. Posteriormente se suspendia
la mezcla en el amortiguador adecuado (solucién C). Después de
ser usada, la hidroxilapatita se regeneraba lavdndola con solu-

cién de fosfato de potasio 0,4 M y posteriormente con agua.

3. Sephacryl S-300
Se hidrataba y equilibraba en soluciéon B adicionadc de KCI
100 mM. Después de usar, se lavaba exhaustivamente con la

solucién B ue contenfa KC! 100 mM, en la misma columna.
s 9 ’

4, Agarosa azul-2
Se equilibraba la resina (Cibacron Blue 3GA-Agarosa) en la

solucién B y se empacaba la columna. Después de la cromatogra-
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ffa la resina se lavaba con 2 volimenes de KCI 2 mM, 3
volimenes de KCI 2 M v urea 6 M, y 2 voldmenes de KCI 2 M.
Finalmente se lavaba con agua desionizada hasta que la solucidn

de lavado tuviera la conductividad del agua.

Purificacién de hexoquinasa de cerebro de rata

Se utilizaba el procedimiento de Chou y Wilson (1972) modifi-
cado por Polakis y Wilson (1984) que se resume como sigue:

Los cerebros de rata (aproximadamente 45 g) se homogeneiza-
ban con 250 ml de una solucién compuesta por 10 mM y glucosa
10 mM (Solucidén A). El homogeneizado se centrifugaba a 1.000
g por 20 min a 4°. El precipitade se eliminaba. El
sobrenadante se llevaba a pH 8,2 y se centrifugaba a 40.000 x
g por 20 min a 4°C, Se descartaba el sobrenadante y las
mitocondrias se suspendian en la misma solucién anterior mante-
niendo el pH en 8,2. La operacién se repetia tres veces., Las
mitocondrias lavadas se suspendian finalmente en 200 mi de
solucién A y se mantenia a pH 8,2.

La enzima se solubilizaba por adicién de glucosa-6-P 1 mM
ajustada a pH 7,0 y posterior incubacién a 20° por 30 min con
agitacién ocasional. Después de la incubacién la suspensién se
centrifugaba a 105.000 x g por 45 min a 10°.

El Iliquido sobrenadante (180 m!) que contenia la enzima se

cromatografiaba en una columna de DEAE-celulosa (20 x 1,8 cm),

previamente equilibrada con solucién B. La hexoquinasa se
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elufa con KC! en un gradiente lineal de 0 a 0,3 M, en la
solucién B en un volumen total de 760 ml.

Las fracciones con mayor actividad especifica se concentra-
ban vy dializaban en un aparatoe de filtracién Amicon, con
membrana PM 10.

Para eliminar contaminantes menores se usaba ademds una
cromatografifa en columna (10 x 0,6 cm) de agarosa azul-2 tipo

3000. La enzima se elufa con ATP 5 mM en la solucién B.

Purificacidon de hexoquinasa de cerebro de pollo

1. Preparaciéon del extracto crudo

Los cerebros (180 g), de pollo, 1 hora después de faenados,
se homogeneizaban en solucién A. El homogeneizado se centrifuga-
ba a 1000 x g durante 20 min a 4°. E] liquido sobrenadante

obtenido se ajustaba a pH B,2 y se centrifugaba a 40.000 x g
por 30 min a 4°. Las mitocondrias asi obtenidas se lavaban
con 1 litro de solucién A y se suspendian finalmente en 2 litros

de solucién de homogeneizacién (10 mi/g cerebro) a pH 8,2.

2. Solubilizacidén

La enzima se solubilizaba por adicién de glucosa-6-P 1 mM
y posterior Incubacién a 10° por 18 hr. Después de la
incubacién la suspensién se centrifugaba a 105.000 x g por 45

min a 4°.
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3. Cromatografia en DEAE-celulosa

El Ifquido sobrenadante que contenia la enzima {(aproximada-
mente 1800 ml) resultante de la centrifugacién a 105.000 x g, se
cromatografiaba en una columna de DEAE-celulosa (20 x 1,8 cm),
equilibrada en solucién B. lLa hexoquinasa se elufa con KCI en
un gradiente de concentracién lineal de 0 a 0,3 M, en la
solucién B utilizando un volumen total de 760 ml. Las fracciones
con mayor actividad se concentraban hasta un volumen de 5 ml.
Luego se diluida hasta 150 ml! con solucién C y se concentraba

nuevamente. FEste proceso se repetia dos veces.

4, Cromatograffa en hidroxilapatita

La fraccién obtenida en el paso anterior se aplicaba a una
columna (14 x 1,2 cm) de hidroxilapatita, equilibrada en la
solucién C. La columna se lavaba con sclucién C y la enzima se
elufa con fosfato en un gradiente lineal entre 0,05 a 0,4 M, en

un volumen total de 360 ml.

5. Cromatografia en agarosa azul-2

Se usaba una columna {10 x 0,7 cm) de seudo-afinidad,
agarosa azul-2 tipo 3000, equilibrada en la solucién B. Se
cromatografiaban las fracciones con mayor actividad, provenientes
de la cromatograffa en hidroxilapatita. Después de aplicar la
muestra, la columna se lavaba con solucién B, a la que se

afladia KCI 150 mM. La enzima se eluia con solucién B enriqueci-
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da con KCI 150 mM y ATP 10 mM.

6. Filtracién en Sephacryl S$-300

Se aplicaba una muestra, obtenida de la etapa anterior,
concentrada y dializada en solucién B adicionada de KCI 100
mM, no mayor de 4 ml, a una columna (75 x 2,5 cm),
equilibrada en solucién B con KClI 100 mM. La enzima se elufa
con esta misma solucién y se colectaban fracciones de 2 ml con

un flujo de 0,5 ml/min.

7. Recromatografia en agarosa azul-2
Con el objetoc de eliminar pequefias impurezas se tealizaba
una recromatografia en agarosa azul-2, usando el procedimiento

va descrito.

Preparacién de hexoquinasas de higado de pollo

Se preparaba un homogeneizado con 70 g de higado de pollo
(1 hora después de removido) en 210 m! de solucién D, usando
un homogeneizador Potter Elvehjem. El homogeneizado se centrifu-
gaba a 105.000 x g durante 60 min. El Ifquido sobrenadante se
cromatografiaba en una columna (20 x 1,8 cm) de DEAE-celulosa.
Las isoenzimas retenidas se elufan con KCI en una gradiente

lineal entre 0 a 0,5 M en solucién D (Ureta y col., 1972).




Control de pureza

La pureza de las fracciones obtenidas se analizaba por
electroforesis en placas de gel de poliacrilamida con SDS, prepa-
radas con un gradiente de acrilamida entre 6,5 y 20%, de

acuerdo con el método descrito por Laemmli (1970).

Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de

SDS 0,1% se realizaba segtin el método de Laemmli (1970). Los

geles se preparaban en placas con una gradiente de acrilamida

entre 6,5 y 20%. Se utilizaban las siguientes solucliones:

1. Tris-HC] 1 M pH 8,8: para 100 ml de solucién 12,1 g de
Tris; se llevaba a pH 8,8 con HCI y luego se agregaba
agua desionizada c¢.s.p. 100 ml.

2. Tris HCl 1 M pH 6,8. Para 100 ml de solucién 12,1 g de
Tris, se Ilevaba a pH 6,8 con HClI y se agregaba agua
desionizada c.s.p. 100 ml.

3. Tris-glicina 0,375 M; SDS 0,1%: Para un litro de solucién 3
g Tris 14,4 g de glicina, 1 g SDS y agua desionizada c.s.p.
1000 ml; pH B,3.

4. Acrilamida 35,4%-Bis 0,62 (p/v): Para 100 ml 35,4 g acrilami-
da, 0,62 g bis-acrilamida.

5. 10 g de dodecilsulfato de sodic y agua desionizada c.s.p.
100 ml.

6. 0,5 g persulfato de amonio y agua desionizada c¢.s.p. 5 mi.

18




Preparacién de la placa de poliacritamida-SDS en gradiente
a) Solucién con 6,5% de acrilamida

4.4 ml de agua desionizada; 3,7 ml de solucién 1, 1,83 ml
de solucién 4; 0,1 ml de solucién 5, 0,012 ml de TEMED, 0,012
ml de solucién 6.

b) Solucién con 20% de acrilamida

0,6 ml de agua desionizada, 3,7 ml de solucién 1, 5,73 ml
de solucién 4, 0.1 ml de solucién 5, 4 ul TEMED, 0,023 m! de
solucién 6.

c} Solucién al 5% de acrilamida {concentrador)

5,4 m! de agua desionizada; 1 ml de solucién 2, 1 ml de
solucién 4, 0,1 ml de solucién 5, 7,5 ul de TEMED, 37,5 ul de
solucién 6.

Inmediatamente de agregada la solucién 6, se vaciaban las
'soluciones a un aparato Buchler Instruments, que posee dos
cdmaras conectadas en el fondo con una llave de paso y un
sistema de agitaciéon regulable para obtener una mezcla con una
perturbacién minima y wuna salida a la que se conecta un
capilar. Se abrfa la Ilave de paso y el extremo del capilar
conectado a la cémara con agitacién se colocaba al fondo de [as
placas de vidrio, el capilar se retiraba a medida que la mezcla
en gradiente de acrilamida se wvaciaba. Después de vaciar toda
la mezcla se colocaban 5 ml de agua desionizada. La polimeriza-
cidén de la acrilamida se realizaba en presencia de luz fluorescen-
te blanca a temperatura ambiente.

El gel concentrador se hacia a una concentracién de acrilami-
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da al 5%. Después de vaciar la mezcla sobre el gel separador se
sumergia un espaciador que permitia, una vez polimerizado el
gel, formar los pocillos para colocar las muestras de proteinas.

A un volumen de muestra, que contenia entre 5 a 40 ug de
proteina, dependiendo de la etapa de purificacion que se analiza-
ba, se le adicionaba un volumen de la mezcla desnaturante (SDS
5%) 2—mercaptoetanol 10%, Tris-HClI 75 mM, pH 6,8; glicerol 20% e
inmediatamente se hervian a 100° durante 5 min. Luego se
enfriaba y se agregaban 5 ul de una solucién de azul de
bromofenol 0,04% y se sembraba en la placa de poliacrilamida.

Para realizar la electroforesis se wusaba el amortiguador
Tris-glicina 375 mM pH 8,3. La electroforesis se hacia habitual-
mente a voltaje constante; se mantenia a 150 voltios hasta que
el colorante de referencia (azul de bromofenol) migraba al inicio
del gel separador y se mantenia en 200 voltios hasta que el
colorante migraba al final del gel (generalmente 4 horas). Una
vez terminada la electroforesis el gel se fijaba en una solucién
de metanol 46% y &cido acético 8%. La tincién de proteinas se
hacia por incubacién del gel durante 3 horas con una solucién
de azul brillante de Coomassie R-250 0,1%, Isopropanol 45%,
dcido acético 9,2%. Los geles se destefifan hasta fondo claro
con una solucién que contenia 10% de 4&cido acético y 10% de

metanol .

Electroforesis en condiciones no desnaturantes

Se wutilizaba el procedimiento descrito por Davis (1964),
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modificado por Retamal y Babul (1988). Se utilizaban geles en
placa con un gradiente transversal (4-18%) de poliacrilamida.
Las dimensiones del gel eran 8,5 x 5,5 c¢m 0,75 mm.
Se utilizaban las siguientes soluciones:
Solucién A: 100 ml de acrilamida 28% y bisacrilamida 0,735%
(bisacrilamida/acrilamida = 0,026).
Solucién B: 100 ml de Tris-HCI 3 M, 0,23% de TEMED, pH 8,5
(36,38 Tris, 48 ml HCI 1 N, 0,23 ml de TEMED).
Solucién C: 10 ml de persulfato de amonio 6%.
Solucién D: 100 ml de acrilamida 10% vy bisacrilamida 2,5%
(bisacrilamida/acrilamida = 25).
Solucién E: 100 ml de Tris-HCI 0,5 M, 0,46% de TEMED, pH 6,7
(5,98 g de Tris, 48 ml HCI 1N, 0,46 ml de TEMED).
Solucién F: 50 ml de riboflavina 0,004%.
Solucién G: 100 ml de sacarosa 40%.
El gradiente Ilineal de acrilamida entre 6,5 y 20% se
preparaba a partir de las siguientes soluciones:
1. Solucién 4% acrilamida
0,285 ml de la solucién A, 0,25 ml de solucién B, 0,02 ml
de efector (ATP o glucosa o glucosa-6-P), 0,23 ml de
solucién C, agua desionizada hasta completar 2 ml.
2. Solucién con 18% acrilamida
1,285 ml de solucién A, 0,25 ml de solucién B, 0,02 ml de
efector, 0,023 ml de C y agua desionizada para completar 2

ml .
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3. Solucién con 3% acrilamida {(gel concentrador).
0,75 ml de solucién D, 0,375 m! de solucion E, 0,375 ml de
solucién F y 1,5 ml de solucion G.
E! gradiente lineal se construyd con un aparato Buchler
Instruments. Después de la polimerizacién, la placa se giré en
90°, de esta forma el gradiente queda de izquierda a derecha
(18-4%); el gel concentrador fue de 3% de acrilamida.
Para el desarrollo de la electroforesis la muestra se dializa-
ba en el amortiguador de los electrodos, Tris-glicina pH 8,3,
diluido 1:5, adicionado de EDTA 1 mM y 2-mercaptoetanol 0,1%.
Se colocaban 3 ug de proteina por canal, previamente incubada
por 1 hora con amortiguador fosfato de potasio 1 mM vy NaCl 50 ‘
mM, pH 6,9 vy ATP 2 mM o glucosa-6-P 0,5 mM o glucosa 1T mM. A
cada wvolumen de muesira se agregaba una gota de glicercl al
20 v 1 ul de azul de bromofenol 0,04%. E| amortiguador de

electroforesis usado era el descrito por Davis (1964): Tris 495 |

mM, glicina 38,4 wmM, EDTA 1 mM, pH 8,3, en el polo positivo.
En el polo negativo se usaba el mismo amortiguador, pero
adicionando 2-mercaptoetanol 0,1% y el efector cuando se indicaba.

Los minigeles se realizaban en un aparato vertical (minigel
Unit, Modelo M.E.V.-100 de CBS Scientific Co.) a temperatura
ambiente. La electroforesis se llevaba a cabo a 100 voltios hasta
la interfase entre el gel concentrador y el separador. Después se
continuaba con 130 wvoltios hasta que el marcador alcanzaba el

borde del gel separador (en la parte correspondiente a la menor

concentracién de acrilamida).




La tincién de proteinas se efectuaba por incubacion del gel
con azul de Coomassie G-250 al 0,04% de dcido perclérico al 3,5%
(p/v), por 5 min. Posteriormente se destefila hasta fondo claro
con una solucién compuesta de dcido acético al 7%.

Para la tincién de actividad enzimdtica se incubaba el gel
en un medio igual al descrito para el ensayo espectrofotométrico
de actividad enzimdtica, pero adicionado de FMS (0,04 mg/ml} vy

NBT ( 0,4 mg/ml) (Katzen y col. 1965).

Determinacidén de |la masa molecular relativa
1. Filtracién en Sephacryl S-300

La masa molecular en condiciones nativas se estimaba por
filtracidn en gel (Andrews, 1964), usando una columna (75 x 2,5
cm) de Sephacryl S-300 , calibrada con proteinas de masa
molecular relativa conocida: catalasa (MP: 230.000); aldolasa
Mr: 158.000}; seroalbimina (Mr': 66.000); hexoquinasa de levadura
(Mr*: 50.000); ovoalbdmina (Mr: 45,000); vy citocromo ¢ (Mr:
12.500). Para la cromatografia se utilizaba la misma columna
usada con fines preparativos descrita en el protocolo de purifica-
cién de hexoquinasa de cerebro de pollo.

La concentracién de las proteinas de referencia era de 1,5
mag/ml. La columna se sembraba con un volumen de 3 ml de la
solucién de protefnas. Igual volumen se usaba para la proteina
problema.

E! volumen de exclusién (Vo) se determinaba usando Azul de

23




Dextrano 2000 y el volumen total accesible al solvente (Vi) se
determinaba usando ]14C|—Iisina (100.000 cpm).

El volumen de elucibn (Ve) que corresponde a la concentra-
cién mdxima de socluto se determinaba a partir de un diagrama
de elucién, extrapolando ambos lados del pico de soluto a un
punto de confluencia. Para la estimacién de la masa molecular
relativa de la enzima se confecciond una grdfica del coeficiente
de distribucién Ky = (Ve - Vo) / (Vi - Vo) en funcién de la
masa molecular relativa de las proteinas estdndar utilizadas.

Catalasa, aldolasa, seroalbdmina y ovoalbimina se detecta-
ban midiendo la absorbancia a 280 nm. Citocromo ¢ y Azul de
Dextrano se median por la absorbancia a 414 nm y 630 nm,
respectivamente. Las hexoquinasas se detectaban midiendo su
actividad enzimdtica, como se describe en Métodos. La |MC|—
-lisina se media en un contador de centelleo Phillips DW 4503,
en una mezcla de centelleo que se preparaba agregando 2 partes
de una solucién que contenia 50 mg de POPOP y 4 g de PPO en

un litro de tolueno, mds una parte de Tritén X-100.

2. Electroforesis en condiciones no desnaturantes

LLa masa molecular relativa de las hexoquinasas que se
comparan se determinaba por el método descrito por Retamal vy
Babul (1988) en el que se usaba un gel con un gradiente
transversal de poliacrilamida. Después de realizada la electrofore-

sis se media el largo del gel y se dividia por 14, de tal forma
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que un extremo del gel correspondia al 4% y el otro extremo al
18% de acrilamida. Luego se media la distancia recorrida por la
muestra y por el frente (Azul de bromofenol) en cada uno de los
porcentajes de acrilamida del gel para obtener la movilidad

relativa (R de la proteina en cada caso. lLuego se graficaba

£
100 log (Rf x 100) en funcién del porcentaje del gel, obteniéndose
ITneas rectas con pendientes negativas (Hedrick y Smith, 1968).
La determinacién de la masa molecular de las protefnas en
condiciones nativas se obtiene al Interpolar el wvalor de su
pendiente en una grdfica de pendientes negativas con respecto a
la masa molecular de las proteinas estdndar (Grdfico de Ferguson).

Se utilizaban las siguientes proteinas marcadoras: lactoalbi-
mina (Mr:14.200); anhidrasa carbdnica (Mr_: 29.000); ovoalblmina

{M _: 45.000); seroalblimina (M _: 66.000, monémero y M : 132.000
r r r !

dimerc); ureasa (Mr: 24.000, dimero vy Mr: 480.000, tetrdmero).

3. Electroforesis en geles de poliacrilamida-5DS

Se determinaba la masa molecular relativa de la enzima en

condiciones desnaturantes por electroforesis en geles de poli-

acrilamida en un gradiente lineal de 6,5-20%, descrito més
arriba. Se utilizaban Jlas siguientes proteinas como marcadores:
lisozima (Mr: 14.300), lactoglobulina (Mr': 18.400), pepsina

(Mr*: 34,700}, ovoalbldmina (Mr-: 45.000), seroalbimina bovina
(Mr‘: 66.200), fosforilasa b (Mr: 92.500}), B-galactosidasa (Mr':

116.250} y cadena H de miosina (Mr': 200.000). Las bandas de

protefnas se tefitan con azul de Coomasie R-250.
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Para la estimacién de la masa molecular relativa de Ila
hexoquinasa de cerebro de pollo, se confeccioné un grdafico de la
movilidad electroforética relativa en funcién de la masa molecular

¥relativa de las proteinas estdndar.

Caracterizacion cinética

El efecto de la concentracién de los sustratos en la activi-
dad enzimitica de hexoquinasa de cerebro de pollo fue analizada
midiendo las velocidades iniciales de reaccién y variando la
concentracién de cada sustrato a diferentes concentraciones fijas
del otro sustrato. Se usaba una concentracién fija de ATP de 0,5
a 5 mM y concentiraciones variables de glucosa entre 0,025 a 0,5
mM, y una concentracién fija de glucosa de 0,025 a 0,5 mM a
concentraciones variables de ATP entre 0,5 a 5 mM. Los datos de
velocidad inicial se presentan en graficas convencionales de
dobles reciprocos {Lineweaver y Burk, 1934), con las cuales se
confeccionaban las grdficas secundarias y se calculaba el valor

de la constante de Michaelis (K ) vy la velocidad mdxima (V ).
m max

Preparacién de los sueros inmunes

Suero inmune anti-hexoquinasa de cerebro de rata

Se utilizé6 un conejo hembra albino. Previo a la inmuniza-
cién, se le extrajeron 15 ml de sangre para obtener un suero
control. Luego se inyecté subcutdneamente, en las patas traseras
y en el lomo, una suspensién que contenia 1 mg de hexoquinasa

de cerebro de rata pura en coadyuvante de Freud completo y
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solucién B. Las inyecciones se repitieron 3 veces cada 4
semanas, con menor cantidad de enzima, {aproximadamente 500
ug}, suspendida en coadyuvante incompleto y solucién B. Diez
dfas despuds de la 2° y 3° inyeccién se controlé la capacidad
del suero para inhibir la actividad enzimdtica. Después de la
3° inyeccién se obtuvo un titulo de 1/164 y se extrajeron 25 mi
de sangre. La sangre extraida se dejé a temperatura ambiente
hasta que se retrajera el codgulo. Posteriormente se centrifugd
durante 10 min. El suero se guardaba a -20°, en fracciones de

1 ml.

Suero inmune antihexoquinasa de cerebro de pollo

Para la preparacién de un suero inmune anti-hexoquinasa
de cerebro de pollo, se utilizd el mismo procedimiento descrito
para la obtencién del suero inmune anti-hexoquinasa de cerebro
de rata, pero utilizando menor cantidad de enzima pura en la

primera inyeccién (aproximadamente 500 wg).

Purificacién de las inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas (1,5 ml) de tipo 1gG se separaron del
resto de las protefnas mediante cromatograffa en columna (1,5
mt) empacada con proteina A Sepharose CL—4B, equilibrada con
solucién E. Por la columna se pasaba 1 ml de suero inmune o
suero control y se lavaba con 5 voldmenes del amortiguador
fosfato. Posteriormente las IgG se elufan con dcido acético 0,1 N

y NaCl 0,15 M. Se colectaban fracciones de 0,6 ml que se
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recibfan en 100 ul de Tris-HCI 1 M pH 7,0, con el objeto de
neutralizar el dcido. La absorbancia de las distintas fracciones

se medfa a 280 nm.

Caracterizacién de los antisueros

1. Efecto del antisuero sobre la actividad hexoquindsica

Preparaciones puras de hexoquinasa de cerebro de rata vy
cerebro de pollo (2 U) diluidas en PBS-BSA 1% se incubaban con
cantidades variables de suero inmune (0-18 ul) anti-hexoquinasa
de cerebro de rata o de suero control en un volumen final de
100 ul vy suero inmune (0-16 ul!) anti-hexoquinasa de cerebro de
pollo o de suero control en un volumen final de 50 wul. Después
de incubar durante 30 min a 30° y 18 h a 4°, se centrifugaba
la mezcla durante 10 min en una microcentrifuga Gelman-
Hawksley, y se ensayaba la actividad enzimdtica en los liquidos
sobrenadantes.

Los sueros no presentaban actividad hexoquindsica al ensa-

yar esta actividad en las condiciones indicadas arriba.

Titulacién de los sueros inmunes

Cantidades variables de hexoquinasa de rata o pollo {0-2
U}, diluidas en PBS-BSA 1% se incubaban con 4 ul del antisuero
correspondiente, en un volumen final de 100 ©l para la hexoquina-
sa de cerebro de rata y 50 ul para la hexoquinasa de cerebro

de pollo, durante 30 min a 30° y después por 18 horas a 4°,
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Se hicieron ensayos paralelos para cada enzima en que se
reemplazaba el suero inmune por la misma cantidad de suero
normal. La mezcla se centrifugaba durante 10 min y se
determinaba la actividad enzimdtica remanente en una alicuota

del sobrenadante.

2. Inmunoadsorcién en placas de pldstico (ELISA)

2.1 Reactividad inmunolégica cruzada con anticuerpos policlonales

Se estudiaba la reactividad antigénica cruzada entre las
hexoquinasas de cerebro de pollo y cerebro de rata utilizando
un método indirecto ELISA (Lawrence y Trayer, 1984) que consiste
en adsorber el antigeno a la superficie de los pocillos de una
placa de pldstico. Posteriormente se agregaba el antisuero y se
cuantificaban los anticuerpos unidos especificamente al antigeno
por adicién de anti-1gG de conejo conjugado con peroxidasa. La
enzima unida se detectaba por adicidén del sustrato o-fenilendiami-
na y medicién espectrofotométrica de la o-fenilendiamina oxidada.
Como controles en todos los experimentos se usaban sueros pre-
inmunes como primer anticuerpo vy seroalbiimina de bovino como
antigeno. Las celdas se cebaron con 100 ¥ de las preparaciones
puras de las hexoquinasas (10 ul por ml} en amortiguador
fosfato de sodie 50 mM, pH 6,0, durante toda la noche a 4°.
Después de cebar las placas se lavaban 4 veces con PBS-Tween.
Se hicieron 24 diluciones seriadas del antisuero policlonal, transfi-

riendo sucesivamente 100 p! de muestra a una celda que contenfa
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100 11 de PBS. Se incubaba 1 hora a 20° en cdmara himeda.
Después de lavar se agregaba el segundo anticuerpo (100 nl de
anti 1gG de conejo conjugado con peroxidasa), diluido 1:1000 con
PBS. Después de incubar 30 min a temperatura ambiente se
lavaba y colocaban 100 ul del reactivo de color (o—fenilendiami-
na al 0,04% (p/v) y peréxido de hidrégeno) 0,01% (v/v}) en 4&cido
cftrico 50 mM pH 4,0. Después de 30 min se detenfa la reaccién
por la adicién de 100 ul de H2504. La absorbancia de cada
celda se lefa a 490 nm.
2.9 Reactividad inmunoldgica cruzada con anticuerpos monaoclonales
La reactividad inmuncldgica de hexoquinasa de cerebro pollo
con anticuerpos monoclonales especificos, obtenidos contra la enzi-
ma de cerebro de rata, se estudiaba por ELISA. Los anticuerpos
fueron cedidos por el Dr. John E. Wilson {(Michigan State
University, u.s.A). Se utilizaba un ensayo ELISA esencialmente
como describen Ureta y col., {1986). Se cebaban las placas con
preparaciones puras de hexoquinasas de cerebro de pollo y de
cerebro de rata con 100 Bl de una solucién de 5 rg/ml en
amortiguador carbonato de sodio 50 mM pH 9,6 y se incubaban
toda la noche a 4°. La placa se lavaba cuatroc veces con
PBS-Tween. Se colocaban 100 Ml de medio (que contenia los
anticuerpos monoclonales o el control) en cada celda y se
incubaba por 1 hora a temperatura ambiente en una camara
himeda. Las celdas se lavaban cuatro veces con PBS-Tween vy

se colocaban 100 1§ de una dilucién de anti 1gG de ratdn
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conjugada con peroxidasa (1/1000 en PBS-Tween mas BSA al
0,2%), en cada celda. Después de incubar la placa por una
hora se lavaba nuevamente y se colocaban 100 ul del reactivo de
color en cada celda (o-fenilendiamina 4 mg/10 ml, 'y 1 ul/m! de
HZOZ al 30% en amortiguador). El color se desarrollaba en &
min y la reaccién se detenfa por adicién de 100 ul de HZSO4 4 N,
2.3 Reactividad inmunolégica cruzada con anticuerpos monoclona-

les con antigenos en condiciones nativas

Las placas se cebaron con 100 ul de los antisueros policlona-
les (purificados en proteflna A Sepharose) en una solucidén que
contenfa 10 ug/ml de antisuero, en amortiguador borato de sodio
pH 8,5. Las placas se incubaron toda la noche a 4°, se
lavaron con PBS-Tween, se incubaron por 1,5 h con una solucién
de gelatina 0,5% en amortiguador borato de sodic 50 mM, pH 8,5
para bloquear los sitios de unién a proteinas. Después de
lavar, las placas se incubaron por 1,5 h con una solucidn
(100 ut por celda), que contenia 10 ng/ml de hexoquinasa
purificada en PBS-Tween vy 0,2% BSA. Después del tratamiento,
las placas se lavaron con PBS-Tween y se agregé 100 ul de
medio de cultivo que contenfa los anticuerpos o el medio control,
y las placas se incubaron por una hora a temperatura ambiente.
Luego de lavar, las placas se incubaron por otra hora con una
dilucién 1:1000 de peroxidasa de rabanito conjugada con inmuno-

globulina anti-1gG de ratén (100 ul por celda). La actividad

peroxidasa absorbida se detectaba con 2,2 mM de o-fenilendiami-
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na, 0,03% H en 50 mM de citrato, pH 4,0 {100 ul por celda).

292
La reaccién se detuvo por la adicién de H2504 4 N, (100 H1 por

celda). La absorbancia se lefa a 490 nm.

Digestiéon triptica limitada

Las hexoquinasas purificadas se suspendian en solucién F vy
se guardaban a -20°. La digestién triptica se realizaba en la
misma solucién, manteniendo una concentracién de 0,5 mg/ml de
proteina aproximadamente.

La hexoquinasa de cerebro de rata se incubaba con tripsina
(0,1 mg/mi) tratada con TPCK, a temperatura ambiente, mantenien-
do una relacién de 1:5 (p/p) de tripsina y hexoquinasa. Para
la hexoquinasa de cerebro de pollo la incubacién se realizaba
con tripsina (0,05 mg/ml), manteniendo una relacion de 1:10
(p/p) de tripsina:hexoquinasa. La reaccién se llevaba a cabo a
diferentes tiempos de incubacién (0, 15, 30 y 60 min), y se
detenfa con PMSF 1 mM. Para la digestién triptica de las
hexoquinasas B y C se utilizaron preparaciones proporcionadas
por Jasna Radojkovié, purificadas de acuerdo a los protocolos
descritos por Radojkovié y Ureta (1987). La digestién triptica se
realizé a diferentes tiempos de incubacién (0, 15 y 30 min)
manteniendo una relacién 1:10 (p/p) de tripsina:hexoquinasa en
el caso de hexoquinasa B y de 1:5 (p/p) para la hexoquinasa
C. Los digeridos tripticos se Ilevaban a electroforesis en 5SD5
sembrando 20 Hg de proteina por canal (como se describe en

Materiales y Métodos).
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Determinacién de la composicién aminocacidica

La composicién aminoacfdica de hexoquinasa de cerebro de
pollo fue realizada en el Laboratorio del Dr. John E. Wilson
(Departamento de Bioguimica de la Universidad de Michigan,
East Lansing, Michigan).

La composicién amincacidica se puede usar para demostrar
el grado de similitud entre las secuencias de dos proteinas,

utilizando el indice SAn (Cornish-Bowden, 1983) que se ha defini-
2

do como -12-E(niA - niB) , donde A y B son las proteinas que se
comparan y f,, Y N;g son los nilmeros de residuocs del iésimo
aminodcido en A y B (N = 18 aminodcidos comunmente encontrados

en las determinaciones aminoacidicas). Si SAn < 0,42 N (N =
NGmero total de residuos), existe una probabilidad muy alta de
que las proteinas estén relacionadas y se dice que satisfacen la
prueba fuerte de la relacién composicional . Si 0,42
N < SAn < 0,93 N, existe cierta probabilidad de que las protei-
nas estén relacionadas, satisfaciendo la prueba débil. Si
SAn > 0,93 N no existirfa relacién entre ellas.

Para usar el ensayo, las proteinas que se comparan deben
tener aproximadamente el mismo tamafio. Para lograr ésto, los
valores de SAn se calculan a partir de una composicién aminoaci-
dica normalizada a un pesc molecular de 48.000 para todas las
enzimas, situacidén especificamente analizada por Cornish-Bowden
{1983). No se usaron los coeficientes de correccién por diferencia
de targo debido a que los valores corregidos no variaban

significativamente con respecto a los no corregidos.
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RESULTADOS

PURIFICACION DE HEXOQUINASA DE CEREBRO DE RATA

Se utilizaba el procedimiento descrito por Chou y Wilson
(1972) modificado por Polakis y Wilson (1984) (descrito con
detalles en Materiales y Meétodos), que consiste en purificar las
mitocondrias por centrifugacién diferencial, solubilizar especifica-
mente la hexoquinasa por incubacién de las mitocondrias con
glucosa-6-P 1 mM y cromatografia en DEAE celulosa. En esta
etapa se obtenfa un rendimiento de un 60% vy una actividad
especifica de 25 U/mg de proteina.

Con el objeto de obtener una preparaciéon altamente purifica-
da se introdujo una cromatografia de seudoafinidad en agarosa
azul-2, que presentaba un rendimiento de 80%. La preparacion
final tenfa una actividad especifica de 36 U/mg de proteina.

Esta preparacién mostraba una sola banda en electroforesis en S5DS.

PURIFICACION DE HEXOQUINASA DE CEREBRC DE POLLO

Experimentos preliminares mostraron que no era posible apli-
car directamente el procedimiento descrito por Chou y Wilson
(1972}. La hexoquinasa de cerebro de pbllo estd firmemente
unida a la mitocondria y sélo era posible solubilizar un 10% de
la actividad presente en las mitocondrias con glucosa-6-P. El

protocolo que se describe es el resultado de una serie de
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intentos para obtener una mayor solubilizacién y purificacién de

la enzima.

1. Preparacién del extracto crudo

Se preparaba un homogeneizado con aproximadamente 200 g
de cerebros {alrededor de 100 cerebros}. La actividad hexoquinasi-
ca presente en el citosol, obtenido después de homogeneizar los
cerebros y centrifugar a 2.000 rpm (ST) era de 1.480 U. En
general se obtenfan, como promedio, 7,4 U/g de tejido. EI
Ifquido sobrenadante total contenia 3,7 mg de proteina/ml vy
tenfa una actividad especifica de 0,21 U/mg de proteina.

Las mitocondrias obtenidas después de centrifugar la fraccidn
S1 a 40.000 x g, se llevaban a un volumen de 2.000 ml, que

contenfan en total 1.180 U, con una actividad especifica de 2,2

U/mg de proteina.

2. Solubilizacidn de la enzima de las mitocondrias

Para solubilizar la enzima desde las mitocondrias se proba-
ron diversos métodos, entre ellos KCI 0,8 M y citrato de Na 0,01
M, pH 5,5, Tritén X-100 0,5%, ATP 5 mM, los que no tuvieron un
efecto muy importante. Finalmente se opté por la solubilizacién
con glucosa-6-P 1 mM, con una preparacion de mitocondrias

diluidas 1:10.
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Las mitocondrias en relacién 1:10 (2 |} se incubaron toda
la noche con glucosa-6-P a 4° y luego se centrifugaban a

105.000 x g por 45 min a 10°. .

3. Cromatograffa de intercambio idnico en DEAE-celulosa

El Ifquido sobrenadante que contiene la enzima (1800 ml),
obtenido de la centrifugacién a 105.000 x g se aplicaba directa-
mente a una columna de DEAE-celulosa, equilibrada en solucién
B. Después de aplicar la muestra, la columna se lavaba con la
solucién amortiguadora de equilibrio hasta que la lectura del
elufdo a 280 nm fuera menor a 0,1. La columna retiene el 1007
de la actividad sembrada. Las proteinas se elufan de la columna
con KClI en un gradiente lineal entre 0 y 0,3 M. En la figura 1
se muestra el perfil de elucién de la enzima que eluye como una
sola actividad, entre 80-100 mM de KCI. El procedimiento tenia
un rendimiento cercano al 60%, con una actividad especifica de
17 unidades/mg de proteina, lo que representa un aumento
aproximado de 80 veces con respecto al sobrenadante obtenido

después de centrifugar a 1.000 x g.

4. Cromatografia en hidroxilapatita

La solucién enzimdtica obtenida en la etapa anterior (95
ml) se dializaba en solucién C y se aplicaba a una columna de
hidroxilapatita equilibrada en la misma solucién. La columna

se lavaba con amortiguador fosfato de potasio 50 mM, pH 7,0. En
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Fig. 1. Cromatograffa de intercambio idnico en DEAE-celulosa. EI
producto de la solubilizacién desde las mitocondrias por

glucosa-6-P, aproximadamente 0,25 U/ml, se aplicé a una columna

de DEAE-celulosa (22 cm x 1,7 cm). La columna se lavd con
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estas condiciones se retiene toda la actividad enzimdtica sembra-
da. Para eluir las proteinas se aplicaba un gradiente lineal
entre 50 y 400 mM de fosfato de potasio en un volumen total de
360 ml. La enzima elufa entre 0,18 M y 0,23 M (Fig. 2). Las
fracciones que contenfan la enzima se reunfan y la actividad
recuperada correspondia al 69% de la colocada en la columna.
La actividad especifica promedio de las fracciones seleccionadas
fue de 23 unidades/mg de proteina. Esta cromatografia permitia

purificar la enzima aproximadamente 109 veces.

5. Cromatografia de seudo-afinidad en agarosa azul-2

Las fracciones con mayor actividad provenientes de la croma-
tograffa en hidroxilapatita se cromatografiaban en una columna
de agarosa azul-2. Toda la actividad enzimatica era retenida.
La columna se lavaba con solucién B adicionada de KClI 150 mM.
La enzima eluia con ATP 10 mM (Fig. 3) vy presentaba una
actividad especffica de 36 unidades/mg de proteinas y un rendi-

miento de 55%.

6. Filtracidn en Sephacry! 5-300

Las fracciones con mayor actividad obtenidas de la etapa
anterior se reunian y concentraban en un concentrador Amicon
con membranas PM 10. Se sembraba un volumen no mayor a 4
ml. La enzima elufa en un solo pico simétrico {Fig. 4). La

actividad especifica promedio de las fracciones con mayor activi-
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Fig. 2. Cromatografia en hidroxilapatita. La fraccidn proveniente
de la columna de intercambio ib6nico concentrada y dializada en
Solucién C, se colocé en una columna de hidroxilapatita (17 cm
x 1,3 cm) equilibrada en solucién C. La preparacién contenia
256 unidades de hexoquinasa. La columna se lavd con 250 ml de
solucién €. La enzima se elufa con un gradiente lineal de
fosfato entre 0,05 a 0,40 M. Se colectaron fracciones de 3 ml. (&,

absorbancia a 280 nm; e , actividad enzimatica; ¢ , gradiente de

fosfato de potasio}.
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Fig. 3. Cromatografia de seudo-afinidad en agarosa azul-2. Se
usé6 una columna de 10 cem x 0,7 cm de agarosa azul-2,
equilibrada con solucién B. Se colocaron 62 ml provenientes de
la cromatograffa en hidroxilapatita, que contenfan 95 unidades
de hexoquinasa. La columna se lavé con 50 m! de solucién B que
contenfa KCl 0,150 M. La enzima fue eluida con la misma
solucién B, pero enriquecida con KCl 0,150 M y ATP 0,010 M. Se
colectaron fracciones de 1,6 mi. La flecha indica el ndmero de
fraccién en la cual se agregé ATP. (4, concentracién de

protefnas; e, actividad enzimdtica).
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Fig. 4. Filtracién en Sephacryl S-300. En una ceolumna de 75 por
2,5 cm, empacada con Sephacryl S-300 vy equilibrada en solucidn
B con KCI 0,100 M, se colocaron & ml de la solucién enzimdtica,
proveniente de !a cromatografifa en agarosa azul-2, concentrada
y dializada en la solucién B mas KClI 0,100 M. La solucién
contenfa 90 unidades. Se colectaron fracciones de 3 ml. (o,

absorbancia a 280 nm; e, actividad enzimdtica).




dad era de 47 unidades por mg de proteina, con un rendimiento
de un 82%. Esta etapa permitia obtener una purificacién de 219

veces.

Tabla de purificacion

Un protocolo tipico que resume el método de purificacién de
la hexoquinasa de cerebro de pollo se muestra en la Tabla 1.
Mediante este procedimiento se logra obtener 1 mg de enzima
pura con una actividad especifica de 47 U/mg de proteinas.
Este procedimiento permite purificar la enzima alrededor de 219
veces. La preparacién resultante es homogénea y estable por

varios meses a 4° y 50% glicerol.

Control! de pureza

El control de pureza de las distintas preparaciones se
realizé mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS, los que se preparaban segin Laemmli (1970).

La figura 5 muestra un gel después de electroforesis en
presencia de SDS, de las Gltimas etapas de purificacién. Se
observa que la muestra final presenta una sola banda de

proteinas en estas condiciones.

Determinaciéon de la masa molecular relativa
1. Filtracién en Sephacryl 5-300

Se calculd la masa molecular relativa de la enzima en

42
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Fig. 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de hexoquina-
sa de cerebro de pollo en distintas etapas de purificacién.
Canal 1: 50 pyg de la preparacién obtenida de la etapa en
DEAE-celulosa; canal 2: 25 ug de la preparacién obtenida en
hidroxilapatita; canal 3: 8 pg de la enzima obtenida de la
cromatografia en agarosa azul-2; canal 4: 5 g de la enzima
filtrada por Sephacryl 5-300. A la derecha se indican los
valores de la masa relativa (Mr‘) de las proteinas estdndar: B-ga-
lactosidasa, fosforilasa b, albdmina bovina, ovoalbumina,

anhidrasa carbénica, inhibidor de tripsina y lisozima.




condiciones nativas, a partir de los resultados de la filtracién
en Sephacryl S$-300 a pH 7,0. La columna se calibré con
proteinas de masa molecular conocida. La masa molecular relativa
de la hexoquinasa de cerebro de pollo fue de 100.000 * 2.000 (n
= 4)., Un experimento similar se realizé con una preparacion
pura de hexoquinasa de cerebro de rata obteniéndose una masa

molecular relativa de 104,000 (Fig. 6).
2. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

La masa molecular relativa de la hexoquinasa de cerebro de
pollo determinada en condiciones desnaturantes en geles de poli-
acrilamida con SDS fue de 102.000 * 1.800 (n = 8) (Fig. 7).
Los resultados sugieren que la enzima estd formada por una sola
cadena polipeptidica. En las mismas condiciones la hexoquinasa
de cerebro de rata presentd una masa molecular relativa de

104.000 + 5.000 (n = 8).

Pardmetros cinéticos

Se analizé el efecto de la concentracién de sustrato midiendo
las velocidades iniciales de reaccién en presencia de concentracio-
nes variables de un sustrato a diferentes concentraciones fijas
del otro sustrato. El efecto de la concentracién de glucosa
sobre la velocidad inicial de hexoquinasa de cerebro de pollo, a
varias concentraciones fijas de ATP, se muestra mediante un
grifico de dobles reciprocos (Fig. 8). Las figuras insertas

muestran los grdficos secundarios de las pendientes y de las

45




46

56— —
2
. 52~ Hexogquinasa A rata ]
= ~— Hexoquinasa pollo
0]
S 48 ]
44— =
8
4,0 | |
0 0,1 0,2 0,3 0.4 05
Ka

Fig. 6. Estimacién de !a masa molecular relativa de hexoquinasa
de cerebro de pollo por filtraclén en Sephacryl S-300. El gréfico
muestra la movilidad relativa (Kd) en funcién del logaritmo de
la masa molecular relativa de proteinas estdndar.
(Kd = Ve—\!i / Vi~Ve). 1: Catalasa 2: Aldolasa 3: SerocalbUmina

4: Hexoguinasa de levadura 5:; Ovoalbumina 6: Citocromo c.
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Fig. 7. Estimacién de la masa molecular relativa de hexoquinasa
de cerebro de pollo por electroforesis en gel de poliacrilamida-
SDS. Se grafica la movilidad electroforética relativa en funcién
del logaritmo de la masa molecular relativa de proteinas estan-
dar. 1: Miosina 2: B-galactosidasa 3: fosforilasa b 4: seroalbimi-

na de bovino 5: Lisozima.
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Fig. 8. Efecto de la concentracién de glucosa en la velocidad

inicial de hexoquinasa de cerebro de pollo a varias concentracio-
nes fijas de ATP. En los recuadros se muestran las graficas
secundarias de las pendientes y de las intersecciones en funcidn
de los wvalores reciprocos de las concentraciones de ATP. La Km

para glucosa fue de 0,13 mM vy la Vm 0,83 pmoles glucosa~6-P/min.
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intersecciones en funcién del reciproco de las concentraciones de
ATP. Se obtuvo un valor de Km para glucosa de 0,13 mM y una
Vrn de 0,83 umoles de Glc-6-P/min. En la figura 9 se muestra la
representacién de los dobles reciprocos en que el ATP es el
sustrato variable a distintas concentraciones fijas de glucosa.
El valor calculado para Km de ATP fue de 0,45 mM y el de la

V_ de 0,79 tmoles de Glc—6-P/min.

Caracterizacién de los sueros inmunes

Se prepararon antisueros en conejo (descrito en Métodos)
mediante la inyeccién de repetidas dosis de hexoquinasas obteni-
das de cerebro de rata y cerebro de pollo que se habian
purificado hasta la etapa final. Cada antisuero se estudid con

los siguientes procedimientos.

1. Efecto del suero inmune en la actividad enzimdtica

Ambos sueros anti-hexoquinasa de cerebro de pollo y anti-
hexoquinasa de cerebro de rata fueron capaces de inmunoprecipi-
tar la actividad enzimdtica de la enzima que se usbé como
antigeno. En la figura 10 se observa el efecto de cantidades
variables de suero anti-hexoquinasa de cerebro de pollo en la
actividad de hexoquinasa de cerebro de pollo. Se determind que
16 pl de suero inmune anti-hexoquinasa de cerebro de pollo
neutralizan 2 U de hexoquinasa de cerebro de pollo. En la

figura 11 se muestra el efecto del suero inmune anti-hexoquinasa

de cerebro de rata en la actividad de hexoquinasa de cerebro de
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Fig. 9. Efecto de la concentracién de ATP sobre la velocidad
inicial de hexoquinasa de cerebro de pollo a varias concentracio-
nes fijas de glucosa. En los recuadros se muestran las graficas
secundarias de las pendientes y de las intersecciones en funcidn
del reciproco de la concentracién de glucosa. El valor de la K_
para ATP fue de 0,45 mM vy la Vm de 0,79 pmoles de glu-

cosa-6-P/min.
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Fig. 10. Influencla del suero inmune antl-hexoquinasa de

cerebro de pollo en la actividad de las hexoquinasas de cerebro
de rata y cerebro de pollo. Aproximadamente 2,0 U de hexoquina-
sa de cerebro de pollo o 2,0 U de hexoquinasa de cerebro de
rata, se Incubaron con cantidades variables de (4-16 nl) de
suero inmune © suero preinmune. El volumen final fue de 50 ul.
Hexoquinasa A de rata (o) y hexoquinasa de cerebro de pollo (&)
tratadas con suera preinmune; Hexoquinasa A de rata (8) vy
hexoquinasa de cerebro de pollo (o) tratadas con suerc inmune.

Otros detalles como se describe en la leyenda de la Fig. 12.
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Fig. 11. Influencia del suero inmune anti-hexoquinasa A de rata
en la actividad de las hexoquinasas de cerebro de pollo y de
rata. Aproximadamente 2,0 U de hexoquinasa A de rata o 2,0 U
de hexoquinasa de cerebro de pollo se incubaron con cantidades
variables, (4 a 18 W)} de suero inmune o de suero preinmune.
El volumen final fue de 100 ul. Hexoquinasa A de rata (o) vy
hexoquinasa de cerebro de pollo (&) tratadas con suero preinmu-
ne; Hexoquinasa A de rata (e) y hexoquinasa de cerebro de
pollo (a) tratadas con suero Iinmune. Otros detalles como se

describe en la leyenda de la Fig. 12.
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rata, 18 pl de suero inmune neutralizan 2 U de enzima.

Al titular el suero inmune se encontré que 1 ml de suero
inmune contra hexoquinasa de cerebro de pollo fue capaz de
neutralizar alrededor de 350 U de hexoquinasa (Fig. 12), mien-
tras que 1 ml de suero contra hexoquinasa de cerebro de rata
neutralizaba 200 U de la hexoquinasa usada como antigeno (Fig.

13).

2. Inmunoadsorcién en placas de pldastico (ELISA)

Los anticuerpos pueden ser detectados vy cuantificados por
el método ELISA, que es un método indirecto realizado en fase
sélida. En esta técnica el antigeno se adsorbe sobre una
superficie pldstica a la que se agrega el antisuero especifico en
diluciones progresivas. Para evaluar la reaccién antigeno anti-
suero se afiade un conjugado de anti 1gG y peroxidasa. Para
medir la actividad peroxidasa unida se agrega OPD y se cuantifi-
ca la liberacién de OPD oxidada, lo que refleja la cantidad del
anticuerpo unido en la primera incubacién (Fig. 14). En estas
condiciones el titulo del antisuero contra hexoquinasa de cerebro
de rata fué de 1:15.000 y el del antisuero contra hexoquinasa de

cerebro de pollo fué de 1:500.000.

Reaccién inmunoldégica cruzada entre las hexoquinasas de cerebro

de rata y cerebro de pollo

Con el objeto de estudiar l|la presencia de determinantes

antigénicos comunes en ambas enzimas, cada isoenzima se hizo
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Fig. 12. Titulacién del suero Inmune anti~-hexoquinasa de cerebro
de pollo. Cantidades variables (0,3 a 2,1 U) de hexoquinasa de
cerebro de pollo, se incubaron con 4 pl de suero inmune anti-
hexoquinasa de cerebro de poilo {(e) o 4 yl de suero preinmune
(o) en un volumen final de 50pl, durante 30 min a 30° vy
luego por 18 h a 4°. E! amortiguador usado para todas las
diluciones era fosfato salino (PBS). Los precipitados se descarta-
ron por centirifugacién durante 10 min ({(ver Métodos) vy la

actividad hexoquindsica se midié en los ifquidos sobrenadantes.
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Fig. 13 . Titulacién del suero Iinmune anti-hexoquinasa A de

rata. Cantidades variables (0,5 a 2,0 U) de hexoquinasa de

cerebro de rata se incubaron con 4 ul de suero inmune

anti-

hexoquinasa A de rata (®), o 4 u! de suero preinmune (o) en

un wvolumen de 100 1] durante 30 min a 30° y 18 h a 4°.

detalles como se describe en la leyenda de la Fig. 12.

Otros
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Fig. 14, Reactividad inmunolégica cruzada entre hexoquinasa A

de rata y hexoquinasa de cerebro de pollo. Se utilizd la técnica

ELISA. Cada placa ase <cebd con soluciones que

contenfan

10 ug/ml de las hexoquinasas puras de ambas especies. Los

sueros se agregaron a las diluciones indicadas en el

izquierda, suero Inmune anti-hexoquinasa A de rata.

gréafico.

Berecha;

suero inmune anti-hexoquinasa de cerebro de pollo. { @) Hexoqui-

nasa A de rata; (A ) hexoquinasa de cerebro de pollo.




reaccionar con ambos sueros inmunes mediante los procedimientos

que ya se describieron.

1. Inmunoinhibicién de la actividad hexoquindsica

Los sueros generados contra las hexoquinasas homogéneas de
cerebro de rata y cerebro de peollo no presentaron reaccién
cruzada por el ensayo de inmunoinhibicién de la actividad
enzimatica. Al incubar cantidades variables de los sueros con
concentraciones fijas de hexoquinasa de cerebro de pollo o de
cerebro de rata se observé que el suero sbélo inhibfa la actividad
de la enzima que se usé como antigeno. La hexoquinasa de
cerebro de rata es inactivada por el suero anti-hexoquinasa A
de rata y no por el suero anti-hexoquinasa de cerebro de pollo
(Fig. 10). Por otro lado, hexoquinasa de cerebro de pollo sbélo
es inactivada cuando se incuba con el suero especifico y no con

el suero anti-hexoquinasa A de rata (Fig. 11).

2. Inmuno-adsorcién en placas

Cuando se estudié el efecto de los antisueros en las enzimas
por inmuno-adsorcién en placas (ELISA) se detecté reactividad
inmunolégica cruzada con ambas enzimas. En la figura 14 se
muestran los perfiles de unién obtenidos cuando sueros contra
las hexoquinasas de cerebro de rata y pollo preparados en
conejos se titularon con cada enzima individualmente. En cada
figura la densidad oéptica se ha corregido por el efecto de

interacciones no especificas con los antigenos individuales, restan-
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do los wvalores correspondientes al suero normal o preinmunizado.
En ambos casos se observd una fuerte interaccién entre cada
suero y su antigeno homélogo, como también una fuerte reaccidn
cruzada. La mdxima absorbancia a 490 mm que se obtiene
refleja el grado de interaccién de cada anticuerpo con cada

antigeno.

Movilidades cromatogréficas de las hexoquinasas de pollo

La cromatografia en DEAE-celulosa de extractos de higado
de pollo adulto ha permitido detectar la presencia de dos picos
de actividad hexoquindsica (I y 11}, que eluyen a 110 y 175 mM
KCl respectivamente (Ureta y col., 1973). Se han clasificado
como hexoquinasas tipicas debido al valor de Km para glucosa,
especificidad de sustratos y pesos moleculares de aproximadamente
100.000. Ninguna de las hexogquinasas encontradas muestra inhibi-
cion por exceso de sustrato, como es el caso de la isoenzima C
de higado de roedores, y ambas presentan valores bajos de Km
para glucosa lo que excluye su identificacién con hexoquinasa
D. La Tabla Il muestra algunas propiedades de esas enzimas vy
de las hexoquinasas A y B de roedores.

Puede observarse en la Tabla Il que si bien las movilidades
cromatogréificas y las Km para glucosa de las hexcquinasas de
higade de pollo son parecidas a las de las isoenzimas A y B de
rata, hay diferencias cuantitativas que hacen dudar de su

identificacidn como A y B.
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Tabla I1

Comparacién de hexoquinasas A y B de higado de roedores con hexoquinasas
! v Il de higado de aves

Roedores Aves
Pardmetro Isoenzimas
A B I 11

Constante Michaelis

Glucesa (mM) 0,048%0,006 0,130-0,240 0,113%0,026 0,083£0,016

ATP (mM) 0,42 0,70 1,24 0,66
Movilidad cromato- 70%10 152 46 117£5 1754

grafica KCI (mM)
Masa molecular 96.000 96.000 98.000 95.000

Adaptada de Ureta y col., 1973.




La movilidad cromatogrdfica de la hexoquinasa de cerebro
de pollo es diferente de la de cerebro de rata y es en cambio
muy parecida a la de hexoquinasa | de higado de pollo. La fig.
15 muestra las movilidades cromatogrdficas en DEAE-—celulosa (en
idénticas condiciones) de las isoenzimas de cerebro de rata vy
cerebro e higado de pollo. La movilidad cromatogrdfica de la
actividad hexoquindsica presente en cerebro de rata fue de 80
mM KCl, mientras que la isoenzima presente en cerebro de pollo
posee una movilidad de 110 mM KCl. En higado de pollo Ia
isoenzima | eluye también con una concentraciéon de 110 mM KCI,

y la iscenzima Il eluye con una concentracién de 175 mM KCl.

Reactividad inmunoldgica de las hexoquinasas de higado de pollo

con el suero anti-hexoquinasa de cerebro de pollo

Los sueros preparados contra hexoquinasas de mamiferos
(Ureta y col., 1979; Nlfiez y col., 1985) son siempre muy
especificos de tal manera que el suero anti-hexoquinasa A no
inhibe la actividad de las hexoquinasas B, C o D. El estudio de
reactividad cruzada de un suero inmune preparado contra la
hexoquinasa obtenida de cerebro de pollo podria dar alguna
informacién acerca de su identidad con Jlas isoenzimas presentes
en higado. lLa correspondencia de hexoquinasa de cerebro con la
hexoquinasa | de higado de pollo pude demostrarse mediante el
suero inmune anti-hexoguinasa de cerebro de pollo, el que fue

capaz de inhibir la actividad enzimdtica de la hexoquinasa |1
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Fig. 15. Perfil de las movilidades cromatograficas de las isoenzi-
mas presentes en el higado de pollo y cerebro de pollo. En los
tres experimentos se usd una columna (5 em x 1 cm) de
DEAE-celulosa equilibrada con solucibn A. En a, b o c las
protelnas se eluyeron con KCl en un gradiente lineal entre 0 y
0,3 M en solucién A, en d se eluyeron en un gradiente lineal
entre 0 y 0,5 M. Se colectaron fracciones de 0,6 ml. a)
hexoquinasa A de rata, b) hexoquinasa de cerebro de pollo
(F1), <) hexoquinasa de higado de pollo (Fl), d) hexoquinasa
de higado de pollo (FI1).




62
pero no la de la hexoquinasa |I (Fig. 16). En consecuencia, la
hexoquinasa que eluye en primer lugar, en la cromatografia de
extractos de higado de pollo, se corresponde con la hexoquinasa

presente en cerebro de pollo

Reactividad inmunolbégica cruzada entre las hexoquinasas de cere-

bro de rata y cerebro de pollo utilizando anticuerpos monoclonales

Trabajos previos han demostrado que los anticuerpos monoclo-
nales pueden ser usados como sondas para estudiar caracteristi-
cas estructurales especificas de las hexoquinasas. Ademds se
pueden correlacionar los efectos de los anticuerpos monoclonales
sobre la funcién hexoquindsica con péptidos especificos de la
molécula de hexoquinasa (Finney y col., 1984; Wilson y col.,
1985).

Con el objeto de detectar epitopos comunes entre la hexoquina-
sa A de rata y de cerebro de pollo, se estudié la reactividad
inmunoldégica cruzada, utilizando un conjunto de anticuerpos mono-
clonales especificos contra hexoquinasa A de rata. Una medida
cuantitativa de la reactividad inmunolégica se puede obtener por
ELISA.

Ensayos preliminares mostraron que la mayoria de los anti-
cuerpos monoclonales reconocen a la hexoquinasa A de rata, pero
algunos presentaron reaccidén cruzada con hexoquinasas B, C vy
D, por lo que no fueron usados en estos experimentos. Se usaron
algunos anticuerpos monoclonales de la clase IgG {monoclonales

5A, HD1 G10, HD2D5 y 15B) y anticuerpos monoclonales de las
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Fig. 16. Inhibicién de la actividad de las hexoquinasas de
cerebro y de higado de pollo por el suero anti-hexoquinasa de
cerebro de pollo. Cantidades variables de suero inmune o preinmu-
ne se incubaron con hexoquinasa de cerebro de polle y las
hexoquinasas parcialmente purificadas de higado de pollo. Cere-
bro (a)}; FI higade (@), FIl higade {0 ) tratados con suero
prelnmune; cerebro (A}, Fl higado (m), FIl higado (o)
tratados con suerc inmune. Otros detalles como se describe en la

leyenda de la Fig. 12




siguientes subclases: 1gG 19G,_, 196G, , 196G, (Tabla 111).

'l!
Los resultados muestran (Fig. 17) que el grado de reactividad
cruzada depende del anticuerpo monoclonal que se usé para el
ensayo. Asi los anticuerpos monoclonales, 5A y HD2D5 que
reconocen el dominio de 40.000 y 50.000 muestran wuna alta
reactividad cruzada con |la enzima de cerebro de pollo. Los
monoclonales HDI1G10 y 15B también reconocen epitopos en la
hexoquinasa de cerebro de pollo, pero estos anticuerpos monoclo-
nales son poco reactivos con l|la hexoquinasa de cerebro de rata.
Lo mismo ocurre con los monoclonales 2B y 3A2. En contraste
los anticuerpos 1B4, 4D4, 21 y 20 muestran muy poca reactividad
cruzada con hexoquinasa de cerebro de pollo. Estos anticuerpos,
que se unen al fragmento de 10.000, aumentan la capacidad de
glucosa-6-P para solubilizar la enzima de |a mitocondria vy
presentan reactividad cruzada minima con la enzima de cerebro
de pollo.

Estos resultados demuestran que estas enzimas tendrian algu-

nos epitopos conservados.

Efecto de los anticuerpos monoclonales en la enzima nativa

Se ha observado (Finney y col., 1984)que el procedimiento
ELISA convencional da resultados positivos con los antigenos que
r‘ec-onoc:en las enzimas nativas y también con los antigenos que
reconocen la enzima desnaturada (Lawrence y col., 1984). Esto
ocurre debido a que, cuando la enzima se adhiere a la placa de

ELISA, se produce su desnaturacién. Smith y Wilson (1986) han

64




Anticuerpos monoclonales anti-hexoquinasa A de rata

TABLA |11

MCA CLASE FRAGMENTO
5A IgM 40K
HD1G10 IgM 40K
HD2D5 IgM 50K
15B IgM 50K
2B 1gG1 50K
2C5 1gG

1B4 1gG1

4D4 | gG1 10K
5CZ 1gG1

21 Igl 10K
20 1gG1 10K
1D1 1gG2a 50K
1C2 1gG2a

2D1 1gG2a

1C4 lgG2a 10K
3A2 1gG2b 10K
13 1gG2b 50K
1B5 1gG3

Finney, K.G., Messer, J.L. y Wilson, J.E.

Pelakis, P.G.
Polakis, P.G.
Wilson, J.E.

y Wilson, J.E. (1984)
y Wilson, J.E. (1985)
y Smith, A.D. (1985)

(1984)
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Dl 12 2p1 1ca a2 13 1D5

Fig. 17. Comparacién inmunoldégica de hexoquinasas de cerebro
de rata y de cerebro de pollo., Se utilizd la técnica ELISA
agregando a Jlos pocillos soluciones que contenfan 5 pg/ml de
hexogquinasa de wuna u otra especie. Luego se agregaron Ilos
anticuerpos monoclonales anti-hexoquinasa de rata indicados, en
la forma de medios de cultive de los hibridomas. Las barras a
Ilenas corresponden a la reaccién con la enzima de rata. Las
barras wvacias corresponden a la reacciédn con la enzima de
pollo. Superior: anticuerpos monoclonales de la clase IgM; Medio:
anticuerpos de la clase IgGl; Inferior: anticuerpos de las clases

1gG2 e 1gG3. Los resultados corresponden al promedio de tres

observaciones.




propuesto una modificacién del método ELISA con el cual se
puede mantener la enzima en su conformacién nativa. El método
se basa esencialmente en inmovilizar la enzima, sin que se
produzca desnaturacién, durante la adsorcién en las placas, lo
que se consigue usando anticuerpos policlonales como agentes
infﬁovilizantes que son adsorbidos en la placa.

Para realizar este tipo de experimento se usaron sueros
policlonales contra hexoquinasa A de rata vy cerebro de pollo
preparados en cohejo, los que fueron adsorbidos en las micropla-
cas para inmovilizar las enzimas sin que pierdan su estructura.

En la figura 18 se muestra la reactividad cruzada de las
hexoquinasas que se comparan utilizando el preocedimiento ELISA
modificado, Se puede apreciar que los anticuerpos de la clase
IgM reaccionan tanto con la enzima desnaturada como con la
nativa, destacdndose los anticuerpos HDGI0 y 15B que presentan
mayor reactividad con la enzima nativa, tanto de rata como de
pollo. Los anticuerpos monoclonales de la clase 196G muestra
preferencias por la enzima nativa (2B, 2C5, 21, 20, 2D1, 3A2 vy
13). Todos los monoclonales estudiados presentaron mayor reactivi-
dad con la hexoquinasa de cerebro de rata.

Para comprobar que la enzima inmovilizada estaba en condi-
ciones nativas, se Inmovilizaron ambas enzimas y se midié su
actividad utilizando la técnica para medir actividad en el gel

(descrita en Métodos}. En estas condiciones las dos enzimas eran

activas.
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Fig. 1B. Comparacién Iinmunolégica de hexoquinasa A de rata y
cerebro de pollo por ELISA, con antigeno en condiciones nativas.
Se wutilizé la técnica ELISA modificada. Se agregaron a los
pocillos soluciones que contenfan 10 pg/ml de hexoquinasa de
una u otra especie. Las placas se cebaron previamente con el
respectivo antisuerc policlonal. Luego se agregaron los anticuer-
pos monoclonales anti-hexoquinasa A de rata indicados (para
mds detalles ver Métodos). Las barras llenas corresponden a la
reaccién con la enzima de rata. lLas barras vacias corresponden
a la reaccién con la enzima de pollo. Superior: anticuerpos
monoclonales de la clase IgM; inferior: anticuerpos monoclonales

de la clase IgGl, 1gG2 e 1gG3.




Digestién triptica limitada

Se ha descrito que la protedlisis limitada de hexoquinasa de
cerebro de rata con tripsina genera tres fragmentos de peso
molecular: 10.000, 40,000 y 50.000 (Polakis y Wilson, 1984,
Wilson y Smith 1985). Ademds, se observan dos péptidos interme-
diarios de 60.000 y 90.000, los que continuan degraddndose para
dar los péptidos de 50.000, 40.000 y 10.000. Los resultados
sugieren dos sitios de ruptura dentro de l|la molécula: un sitio
de corte que genera los fragmentos de 10.000 y 90.000 y wun
segundo sitio de corte que aporta los fragmentos de 40,000 vy
50.000.

El tratamiento de hexoquinasa de cerebro de pollo con
tripsina (0,05 mg/ml) a diferentes tiempos de incubacién (0, 15,
30, v 60 min) genera cuatro fragmentos que tienen aproximadamen-
te los siguientes pesos moleculares: 92.000, 63.000, 53.000 vy
43.000 {n = B5). A tiempos mayores los péptidos de 92.000 vy
60.000 desaparecen (Fig. 19).

La digestién triptica Iimitada de hexoquinasa A de rata
(0,1 mg/ml de tripsina), a los mismos tiempos de incubacién,
genera el mismo nidmero de péptidos cuyos pesos moleculares
aproximados fueron los siguientes: 92.000, 64.000, 54,000 vy
42.000. Estos resultados concuerdan con los comunicados por
Polakis y Wilson (1984).

La digestién triptica de las hexoquinasas B y C de Novikoff
genera péptidos diferentes a los obtenidos para la hexoquinasa

A de rata. El tratamiento de hexoquinasa B con tripsina (0,05
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mg/ml} a diferentes tiempos de incubacién, genera 2 fragmentos
principales que tienen una movilidad relativa de 60.000 vy
39.000. La enzima sin tratar posee ademds un fragmento contami-
nante, que tiene una movilidad relativa de aproximadamente
50.000 y que también aparece en la enzima tratada con tripsina
(Fig. 20). El patrén de corte se parece al de la hexoquinasa A
con la diferencia que ésta no genera el fragmento de 90.000; en
cambio, la hexoquinasa C, tratada con tripsina (0,1 mg/ml!),
presenta un patrén de corte distinto. En la figura 21, se
observa que después del tratamiento de hexoquinasa € con
tripsina aparecen varios fragmentos cuya movilidad relativa osci-
la entre los 90.000 y 40.000, lo que indicaria que habria mas de
tres sitios de corte en estas condiciones. Estos resultados esta-
rfan indicando que las tres isoenzimas poseen distintos sitios

susceptibles al atague por tripsina.

Efecto de ligandos en el estado conformacional de hexoquinasa

de cerebro de rata y cerebro de pollo

El glucosa-6-P es un inhibidor de la hexoquinasa de
cerebro de rata, pero ademds provoca un cambio conformacional
visualizado por la disminucién de la susceptibilidad al ataque
por quimotripsina (Wilson, 1973). Un efecto similar se observa
en el caso de la hexoquinasa de cerebro de bdvido, a la que
glucosa-6-P protege de la inactivacién por reactivos que se

unen a los grupos sulfidrilos, como el DTNB (Redkar y Kenkare,
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Fig. 19. Digestion triptica de hexoquinasa A de rata y hexoquina-
sa de cerebro de pollo. Aproximadamente 80 ug de hexoquinasa
(de cerebro de rata o cerebro de pollo), fueron digeridos con
tripsina a distintos tiempos de incubacién (0, 15, 30, 60 min) a
temperatura ambiente. La digestién se detuvo por la adicién de
PMSF 1 mM. ElI andlisis de los péptidos se determiné por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (6,5 a 20% de
acrilamida). Mds detalles en Métodos. Los nldmeros en el borde
derecho corresponden a los tamafios de la hexoquinasa sin digerir
y de los principales fragmentos tripticos.

Canal 1, 2, 3 y 4: Hexoquinasa de cerebro de rata. Canal
5 y 6: Proteinas estandar M_: 116.000, 92.500, 66.200, 45.000,
21.500, 14.400. Canal 7, 8, 9 y 10: Hexoquinasa de cerebro de
pollo. Canal 11: Tripsina.

En la parte inferior de la figura se indica el porcentaje de

actividad remanente después de la digestién.
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Fig. 20. Digestién triptica de hexoquinasa B de Novikoff. Aproxi-
madamente 60 1g de hexoquinasa fueron digeridos con tripsina,
en relacién 1:10 de tripsina-hexoquinasa. La digestion se detuvo
por la adicién de PMSF 1 mM. El andlisis de los péptidos se
determiné por electroforesis en geles de poliacrilamida-5DS (6,5 a
20% de acrilamida). Los niimeros en el borde derecho corresponden
al tamafio de la hexoquinasa sin digerir y a los principales
fragmentos tripticos. En la parte superior de la figura se

indican los tiempos de incubacién.




73

0! 15¢ 30!

v M

[ .
— —— ~— 116.000

< '
T, - _‘._ 92-000
% ~—  66.000
© —— | <—  45.000
| —— ~— 29.000
{ 1 2 3 4 5

Fig. 21. Digestién triptica de hexoquinasa C de Novikoff. Aproxi-
madamente 60 pg de hexogquinasa fueron digeridos con tripsina,
en relacién 1:5 de tripsina-hexoquinasa. La digestién se detuvo
con PMSF 1 mM. E! andlisis de péptidos se determiné por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (6,5 a 20% de
acrilamida). Los nUmeros en el borde derecho corresponden al
tamafio de la hexoquinasa sin digerir y a los fragmentos tripti-
cos. En la parte superior de la figura se indican los tiempos de
incubacién.

Canales 1, 2 y 3: hexoquinasa C; canal 4: tripsina; canal 5:

proteinas estdndar.
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1972). Chakrabarti y Kenkare (1974) encontraron que la hexoqui-
nasa de cerebro bovino es capaz de dimerizar en presencia de
glucosa-6-P en una reaccién dependiente de la concentracién de
enzima. Estos efectos son revertidos competitivamente por Pi v
ATP (Wilson, 1973). Por otro lado, glucosa no es capaz de
revertir la inhibicién por glucosa-6-P y no modifica el estado
conformacional de la enzima (Easterby, 1973).

Parecié interesante determinar el efecto de algunos ligandos
en el estado polimérico de las hexoquinasas de cerebro de rata
y cerebro de pollo. Para realizar este tipo de experimentos se
usé una electroforesis en condiciones nativas, con un gradiente
transversal de poliacrilamida (ver Materiales y Métodos).

En la figura 22 se muestra la migracién electroforética de
hexoquinasa de cerebro de rata. Se puede apreciar una forma
mayoritaria de la enzima comc mondmero cuya movilidad electrofo-
rética corresponderia a 100.000. Por otro lado, en la figura 23
se muestra la migracién electroforética de hexoquinasa de cere-
bro de pollo tratada en las mismas condiciones que la hexoquina-
sa de cerebro de rata. Es posible apreciar la presencia de
varias formas moleculares, siendo las formas diméricas y triméri-
cas las que estdn en mayor porcentaje. Estas observaciones
concuerdan con las publicadas por Easterby (1975) que sugieren
un equilibrio entre la forma dimérica y monomérica de la
hexoquinasa de corazdén de cerdo. Para averiguar si las distin-

tas formas moleculares que presentaban ambas enzimas eran




75

-~

. 100.000

T 1T T T T T T T T T 1T T 171

18 16 14 12 i0 8 6 4

% de acrilamida

Fig. 22. Electroforeslis de hexoquinasa A de rata en gel de
poliacrilamida en placa con gradiente transversal. {(Desde 4 a
18% de derecha a izquierda). ElI gel fue preparado como se
describe en la seccién Métodos. Aproximadamente 45 wg (150 ul)
de proteina se incubaron con 45 M|l de amortiguador fosfato 1 mM
y NaCl 50 mM, pH 7,0. La muestra final contenfa también 4,5 |
de 2-mercaptoetanol, 22 B! de azul de bromofenol 0.05% y 30 ul
de glicerol. En cada celda se colocd aproximadamente 3 ug de

protefna.
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Fig. 23. Electroforesis de hexoquinasa de cerebro de pollo en
gel de poliacrilamida con gradiente transversal. Se sembraron

aproximadamente 45 g de protefna (150 ul}, tratada como se

describe en la leyenda de la figura 22.




bioldgicamente activas después de realizada la electroforesis se
tifid la actividad enzimdtica en el gel. Se estudid el efecto de
ATP en ambas enzimas, ya que se ha visto que ATP se puede
unir a la enzima y puede eliminar la dimerizacién (Easterby
1975). En las figuras 24 y 25 se muestra el efecto del ATP en
la estructura cuaternaria de las hexoquinasas de cerebro de
rata y pollo. Se observa que la hexoquinasa de cerebro de rata
presenta sdlo una forma estructural en estas condiciones, En el
caso de la hexoquinasa de cerebro de pollo, se observa una
forma predominante que corresponde al mondmero.

En las figuras 26 y 27 se muestran los graficos de
Ferguson obtenidos de la migracién electroforética de las hexoqui-
nasas de cerebro de rata y cerebro de pollo, en funcién de la
concentracién de acrilamida, en presencia y ausencia de ligan-
dos. El gel obtenido para la hexoquinasa de cerebro de rata
presentéd sbélo una forma estructural activa que coincide con la
banda de proteina. En el caso de la hexoquinasa de cerebro de
pollo las diferentes formas estructurales separadas en el gel
eran activas (resultados no mostrados).

En condiciones similares a las descritas mds arriba, se
estudid el efecto que tenfa glucosa 6-P en el cambio conformacio-
nal de las hexoquinasas. La enzima de cerebro de rata en
presencia de glucosa-6-P 0,5 mM estd principalmente como monéme-

ro. En cambio, la hexoquinasa de cerebro de pollo en estas

condiciones presenta diferentes formas (resultados no mostrados).
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Fig. 24, Efecto del ATP en la migracion electroforética de
hexoquinasa A de rata. Se sembraron 45 pg de proteinas tratadas
como se describe al pie de la figura 22, excepto que se

agregaron 4 Ul de ATP 0,100 M al medio de incubacién.
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Fig. 25. Efecto del ATP en la migracién electroforética de
hexoquinasa de cerebro de pollo. Se sembraron aproximadamente
45 yg de protefnas las que fueron tratadas como se describe al
ple de la figura 22, exepto que se agregd 4 ui de ATP 0,1 M

al medlo de Incubacién.
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Fi;. 26. Grafico de Ferguson para hexoquinasa A de rata en
presencia y ausencia de ligando. Se utilizaron minigeles con
gradiente transversal de poliacrilamida (4 a 18%). Se graficd
la movilidad relativa (Rf) de |a hexoquinasa en funcién de la

concentracién de poliacrilamida. {o, sin ATP; e, ATP 2 mM).
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Fig. 27. Grafico de Ferguson para hexoquinasa de cerebro de
pollo en presencia y ausencia de ligando. Se utilizaron minige-
les con gradiente transversal de poliacrilamida (4 a 18%). Se
graficd la movilidad relativa (Rf) de la hexoquinasa en funcién
de la concentracién de poliacrilamida. (o, monémero; o, dime-

ro; 4, trimero). Simbolos llenos: sin ATP; vacios: ATP 2 mM.
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El hecho que el glucosa-6-P afecte poco el estado de dimeriza-
cion de la hexoquinasa de rata se podrfa deber a que la
molécula puede tener algo de ATP unido, el que podria estar
revirtiendo el efecto de glucosa-6-P. También se estudié el
efecto de glucosa 1 mM en la estructura de estas enzimas, pero
ésta no provoca cambios en el estado conformacional de las

enzimas.

Composicién aminoacidica

En la Tabla 1V se muestra la composicién aminoacidica
{(ndmero de residuos por molécula) de hexoquinasa de cerebro
de pollo, junto a Jlos valores publicados para hexoquinasas A
de corazén de cerdo, cerebro de bévido, cerebro de rata y las
hexoquinasas B de musculo de rata y C de hepatoma de
Novikoff, Para comparar la composicién aminoacidica de estas
isoenzimas, se usé el indice SAn (Tabla V). En este andlisis
las comparaciones entre las isoenzimas tipo A de mamiferos y B
y C de rata satisfacen el andlisis estadistico fuerte entre
ellas, mientras que hexoquinasa de cerebro de pollo satisface
el andlisis débil. De acuerdo con estos resultados, hexoquinasa
C de rata no estarfa relacionada con las hexoquinasas A de
mamiferos y si con hexoquinasas B de rata y con la hexoquinasa

de cerebro de pollo.




| TABLA |V
i Composicién aminoacidica de algunas hexoquinasas de
' mamiferos
<

| 5 - <~ <™ = .y oo

90 T . o . . B e . .

Lo — oy U oy U - _ Uy Lo v

E'G 5 & oo S T & X2

< @ @ — 00— o — a— x— o —
| ASX 90 104 98 64 92 60
\
i GL X 100 93 88 96 104 171
|

SER 51 49 48 64 52 65
} GLY 86 79 80 159 86 99
|
l HIS 19 18 18 16 23 21
|
! ARG 54 51 54 48 56 54
|
| THR 57 51 50 32 54 52
ALA 52 55 48 72 66 74
; PRO 51 26 36 32 26 31
l TYR 19 22 8 16 16 16
| VAL 52 60 64 48 66 72
| MET 26 24 30 16 30 16
|
! ILE 39 49 50 32 36 33
|
; LEU 87 85 84 72 92 105
i PHE 37 37 36 40 36 32
'{ LYS 61 61 60 48 52 32
| z 881 864 852 855 887 873

1. Subbarao, B. y Kenkare, U. (1977)

2. Easterby, J.S. y 0'Brien, M.J. (1973)

3. Chou, A.C. y Wilson, J.E. (1972)

4. Resultados de esta tesis

5. Holroyde, M.J. y Trayer, J.P. (1976)

6. Radojkovié¢, J. y Ureta, T. (1987)
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Relacion entre hexoquinasas a través del! fndice de diferencia
de composicién aminoacidica (SAn)

TABLA V

84

BOVIDO A -

CERDO A 144 ,9% _

RATA A 120,0% 59, 3% -

POLLO 274,00 226,67 302,55 _

RATA B 151,0% 98,9%  151,0%* 230,00  ~

RATA C 504, 3 635,0 649,0 336,70 292,37 -
< <
o < @ 0
(=) =) o
S & = 3 e e
Q Lt < o <€ <
m 5] 28 [o R o0 o

* Fuertemente relacionada
+ Débilmente relacionada
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DISCUSION

En el cerebro de mamiferos y de pollo se encuentra una activi-
dad hexoquindsica asociada a la mitocondria. En el caso de
mamiferos tal actividad corresponde a la hexogquinasa A, que es
una de Jlas cuatro isoenzimas presentes en diversos tefidos. No
es obvioc que en el pollo dicha actividad se deba a la misma
hexoquinasa. Por ello se hizo necesario purificar a homogeneidad
la hexoquinasa presente en cerebro de pollo, estudiar sus
propiedades y establecer sus posibles relaciones de homologfa
con la hexoquinasa A de cerebro de rata.

Los valores de Km para glucosa y ATP de la hexoquinasa de
cerebro de pollo fueron 0,13 mM y 0,45 mM, respectivamente. EI
valor de Km para glucosa obtenido es ligeramente superior al de
la isoenzima A de rata (0,06 mM). Por otro lado la Km para ATP
es similar a fa de la isoenzima A de rata.

lLa hexoquinasa purificada de cerebro de pollo presentd una
masa molecular de aproximadamente 100.000, valor que coincide
con las masas moleculares estimadas para las hexoquinasas
presentes en higado de pollo adulto y en embriones de pollo
(Lagos y Ureta, 1981) y que también es similar a la masa
molecular estimada para la hexoquinasa A de rata (Wilson, 1972).

Ni  los parametros cinéticos ni el peso molecular de la

hexoquinasa de cerebro de pollo permiten la identificacién del

1]




86

tipo de isoenzima o su homologacidén con alguna de las hexoquina-
sas de los mamiferos. Por ello se recurrid al estudio comparativo
de las propiedades inmunolégicas de las enzimas de pollo vy
rata. Los hallazgos mostrados en la seccién Resultados permiten
concluir que existe alguna reaccién Inmunoldégica cruzada entre
las hexoquinasas A de rata y pollo.

Si bien los sueros policlonales preparados contra las enzimas
en estudio solo son capaces de inmunoinhibir la actividad enzimi-
tica de la proteina usada como antigeno, se observa reaccién
cruzada si el estudio se realiza en placas de pldstico por el
método ELISA. La ausencia de inhibicién de la actividad
enzimdtica era esperada, ya que Nufiez y col. {1985) mostraron
que un suero inmune anti-hexoguinasa A de rata inhibe solo
parcialmente la actividad en las hexoquinasas de cerebro de
otros roedores vy su efecto sobre las enzimas de cerebro de
rumiantes es prdcticamente nulo.

Por otra parte, el uso de anticuerpos monoclonales anti-
hexoquinasa A de rata confirma la presencia de determinantes
antigénicos parecidos en Jla enzima de pollo. En un estudio
previo, Ureta y col. (1986) habian mostrado que algunos de esos
anticuerpos monoclonales son inespecificos ya que reaccionan muy
bien con hexoquinasas de cerebro de varios otros mamiferos.
Otros, en cambio, son muy especificos para la enzima de rata vy
no son capaces de unirse a la enzima de cerebro de especies

muy relacionadas (roedores). Los estudios resumidos en la figura
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17 muestran que varilos anticuerpos monoclonales anti-hexoquinasa
A de rata fueron capaces de unirse a la enzima de cerebro de
pollo, a pesar de que no son capaces de unirse a otras
hexoquinasas (B, C, o D} de rata.

Otra herramienta susceptible de discriminar entre los distintos
tipos de hexoquinasas es la técnica de digestion triptica limita-
da. Polakis y Wilson (1984) han encontrado que en ciertas
condiciones se generan tres fragmentos a partir de la
hexoquinasa de rata: uno de 50 kd, otro de 40 kd vy otro de
10 kd, resultantes del corte proteclitico en dos sitios suscepti-
bles; ademds los péptidos intermediarios de 90 kd y 60 kd. Como
se observa en la figura 19, la hexoquinasa de cerebro de pollo
tratada con tripsina muestra un patrén de corte muy similar al
de la hexoquinasa A de cerebro de rata, es decir, se generan
fragmentos de masas moleculares aproximadas a: 90 kd, 60 kd,
50 kd y 40 kd. Sin embargo no se visualizéd el péptido de 10 kd
en ninguna de las dos especies. La misma técnica genera, en
cambio, fragmentos diferentes en las hexoquinasas B y C de la
rata (Fig. 20 y 21). Podemos concluir que la hexoquinasa de
polloc es parecida a la hexoquinasa A de rata y diferente a las
hexoquinasas B y C.

Los resultados del estudio de reactividad c<¢ruzada de las
hexoquinasas presentes en higado de pollo con el suero anti-

hexoquinasa de cerebro de pollo han mostrado que existe
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identidad entre la isoenzima presente en cerebro y la isoenzima
I v no con la isoenzima 1! presentes en higado. Estos resultados
y los obtenidos con la digestién triptica limitada nos indicarian
que también la isocenzima | presente en cerebro serfa semejante a
la hexoquinasa A de rata.

Es conveniente recordar algunas pruebas experimentales en
relacién a los estudios de unién de ligandos a la enzima que
indican que la unién de ciertos ligandos inducen cambios confor-
macionales en la hexoquinasa de cerebro de rata (Wilson, 1979).
Estos cambios conformacionales se definirfan por la capacidad
que tienen estos ligandos para proteger a la hexoquinasa de la
inactivaciédn por calor, quimotripsina y DTNB. Estas observacio-
nes indicarfan que los ligandos inducen cambios conformacionales,
aunque no se ha demostrado el cambio estructural gue ocurre en
la proteina. Chakrabarti y Kenkare {1974} y Easterby (1975)
estudiaron el efecto del glucosa-6-P en el coeficiente de sedimen-
tacién de las hexoquinasas de cerebro de bévide y de cerdo vy
encontraron formacién de dimeros a ciertas concentraciones de la
enzima, que se podrifan atribuir a cambios conformacionales
inducidos por el ligando.

Los resultados del efecto de algunos ligandos (ATP y Glc-6-P)
en el comportamiento electroforético en condiciones nativas de la
hexoquinasa de cerebro de pollo concuerdan con los mencionados

arriba. Los experimentos mostrados en las figuras 22 y 23 nos
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permiten concluir que la hexoquinasa de cerebro de pollo presenta
un tipo de conformacién con una fuerte tendencia a polimerizar,
tanto en ausencia como en presencia de glucosa-6-P.

La capacidad de polimerizar parece ser un comportamiento
dependiente de la concentracién de enzima y el ligando usado.
Para hexoquinasa A de rata se aprecia también cierta tendencia
a formar dimeros en presencia de Glc-6-P. Los distintos estados
de agregacién pueden influir en su capacidad de unién a la
membrana externa de la mitocondria

Para poder interpretar los wvalores obtenidos comparando las
composiciones de aminodcidos a través del indice SAn, deben
hacerse las siguientes consideraciones. La primera de ellas, de
orden técnico, consiste en recordar que la correlacién existente
entre SAn y porcentaje de diferencia de estructuras primarias es
limitada, decreciendo rdpidamente conforme aumentan los valores.
Conviene hacer presente ademds, que el objetive perseguido al
comparar composiciones de aminodcidos es el obtener una estima-
cién de la diferencia en estructuras primarias, ya que son los
datos de secuencias y no los de composiciones los que permiten
una clara interpretacién filogenética. Por consiguiente, el obtener
valores altos de SAn, como de hecho ocurrié en algunos casos,
deja abierta la posibilidad que dichos valores se deban a: i)
diferencias reales existentes entre las dos secuencias, ii) diferen-

4
cias reales existentes entre las dos composiciones, pero que no
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corresponden a diferencias entre las secuencias, e incluso, i)
diferencias entre las composiciones tales como fueron determinadas
y que no corresponden a diferencias reales entre las composicio-
nes. lLa segunda consideracién que debe hacerse para interpretar
correctamente los valores de S n, guarda relacién con la historia
evaolutiva de las hexoguinasas.

Se postula que el gen de hexoquinasa sufrid una duplicacién
que llevé el tamafic de la proteina de aproximadamente 50.000 a
100.000. Esta duplicacién habria ocurrido con posterioridad a la
divergencia protocordados—cordados y con anterioridad a la diver-
gencia de los distintos linajes de cordados (Ureta y col., 1987).
Ahora bijen, como las isoenzimas A, B y C son todas ellas de
masa molecular de 100,000, sus respectivas divergencias son
necesariamente posteriores a la duplicacién 50.000-100.000. No
existe, por consiguiente, seguridad de que los linajes de
vertebrados de divergencia mds temprana -por ejemplo, peces,
anfibios- posean efectivamente los tres tipos A, B y C. Podria
ocurrir que careciesen de algunas de ellas o que tuviesen tipos
isoenzimdticos diferentes de A, B y C, probabilidad tanto més
aita cuanto mayor sea el tiempo transcurrido desde la separacién
del linaje de! tronce comun.

Conviene recordar que las diferencias en la estructura
primaria de dos proteinas homdlogas son funcién de la tasa

evelutiva de la molécula y del tiempo de divergencia de los
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linaJes de los que provienen. Aun cuando la tasa evolutiva de
la hexoquinasa no fuese muy elevada, cabria de todas maneras
esperar diferencias de magnitud entre las secuencias de dos
protelnas provenientes, una de ave y la otra de mamifero. Para
establecer definitivamente las homologias es necesario disponer

de las secuencias aminoacidicas de las proteinas.
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