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RE§LJMEN

En   E§ta   tesi§   E3E  ha  purificat]c}   a  hclmogeneidad  la  quina§a  fo§fo

meval6nica   (EC  2.7.4.2)   dE  hlgado   de  CEI.dc],   y  §E  ha  realizado   un  g§tu
L=

dip  de  §us  propiedadE§  I:ineti€a3,   tamafio  mDIEc3ulal`,   compo§ici6n   de  a-

mino6Bidc]s  y  re9iduo§  de  aminoacido§  e§encialE§  pal`a  la  eatalisi§.

La  pul`ific:aci6n   de  la  Enzima  invc]1ucl'a  tl'atamientci  con  §ulfatc]

dg  amcinio,   cl`c]mEiti]graffa   En  DEAE-celulo§a,   Bio-Eel  P-150,   hidl`oxil -

apatita  y  azul-dextl'anc]-§epharcl§e.    La  enzima  purificada  dgmo§tr6  e§-

tar  homcig6nea  En  El  an6liBi§  pop  elel=tl`of`oresi§  En  gEle§  de  pc]1iacrii

amida gnau8.ncla  de  agentes  deanaturantes    v   tienE  una  actividad  e§F}E

c}1fic3a  de  69  unidades/millgl`amo   de  prDtElna.     Ella  pl'e§enta  e§pecif.i-

cidad  absoluta  poll  ATP  y  I`equiel'e  de  un  i6n  metalico  divalente  paI`a

la  actividad,   Biendo  EI  Mg+2El  m6§  gfgctivo  En  la  reacci6n  catalizEida.

La   enzima  po§eg  un   rango   6ptimc}   de  pH  que   §e   extiende,   al  mEno§,   en-

tI.a  pH  7,5  y  9,5,   El   valor  ma§  altc]  ensayado.     F'I.e§enta  cin€tit=a     hi-

pE3I.t]6lica   Fiara   aml]oB   §u§tl'atoB,   E3l  mevalonato-5-f.c]§fatc]   (MVA-P)   y     El

ftTP,           Ban   una   Hm   vel'dadel`a   de   0,075  mM   papa   el   pl'imerc}   y   de   0,46  mM

pal`a   El   §egLindo.

La  Enzima  E§ta  Estl`ucturada  cc]mD  una  §ola  cadena  polipeptldica

de  un  pesc}  molecular  de   21.000  -22.500,   mEdido  pop  f`iltl`aci6n   En  Bio-

Gel  F'-60,   centrifugaci6n  en  gradiEnte  dE  E]acart]sa   y  Electl`ofore§i§     en

gal  de  poliacl`ilEimida  en  prgsencia  dE3  §D§  v  2-mErcaptoetanol.
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La  quinasa  fogfomEval6nica  e§  inactlvada  pop  5,5l-ditiobis-

(2-nitl'obenzc]ato) ,   (D"B),   pop  Fiil'idl]xE}l-5l-foBfato,   (PLF') ,   y  pop

2,3-butanodiona.     En  todoB  log  caso§  la  I`eact3i6n  de  inactivat3i6n

prEsenta  uno  cin6tiea   de  pseudo  pl`imEr  oI`den,   y  EI  MVA-F]  E§  un   efec
_

tivo  pl`otectol.  dE  la  enzima  I:ontl`a  la  inactivaci6n.

EI  DTNB  pl`oducE  una   I`fipida  inactivaci6n,   al   reacBionar  EEite-

quic]metl'icamentE  con  el  I.e§iduo  de  cistelna  dg  la  Enzima.     E§ta  in-

E]ctivat:i6n  puede  ssr  revel`tida  pop  2-mel`captoEtanol  a  ditiotreitol.

En  uno  enzima  pal`cialmente  inactivada  pop  D"B,   no  §e  observa  modi-

ficaci6n  de  lag  Hm  aparEnte§  pal'a  ninguno   dE  log  dos  §ustrato§.  'AdE
L=

mag,   la  conBtantE  catalitic@  de  la  enzima  I'E§idual  E§  igual  a  la  de

la  enzima  no  tl`atada  con  el  I.eac=tivo,1o  quE  indit:a  la  Existenciade

dc]§  F]oblacione§  dE  mol6culas,   uns  intacta  y  otra  totalmentE  inactiva
_

da.     E§toB  re§ultado§  sugiEI`En  quE  el   I`e§iduo   de  ciBtglna,   (El  flnico

qua  pogee  la  enzima,   dE  acuerdo  Eil  anali§iB   de  amino6cido§),   e§tf  en

El  centl`o  activo  a  en  SUB  proximidadE§,   pudiendo  pal.ticipar  en     el

pl'ocesc]   €atalltico  mi§mD.

EI  PLP  FII'oduce,   a  bEijas  I:oncentl`aciones,   la  inactivaci6n     dE

la  quina§a  f.oaf.omeval6nica,   fol`mando§e  uno  tia§e  dE  §chiff  entrE     un

grupo  amino  primal`io   de  la  enzima  y  el   gI`Llpo  aldEhldo  del  PLf].  El  pi

I`idc}xal   v  la  pil`idoxamina-5'-fc]sfato   Son  inhibidol`EB  m6§   debile§  que

EI  PLP,   sugiriEndo  un  Efecto   Espel3IficD  papa  estE  altimo   En  la  I'eac-

cifin,.pl.obablgmente  del]ido  a  la  prE§encia  de  log  grupos  fo§fato   y  E]|

dEhldo.     Pop  media  dE  estudios  de  vEloBidad  dE  inactivaci6n  en     fun-

ci6n  del  pH   §e   dBtermin6   un  pH  de  8,25  a   240   y  dB  7,95  a  310  pal`a   el

grupo  re@Etivo  amino,   el  que  podl`Ia  corrE!§ponder  a  un  gI'upo  a amino
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de  un  reBiduo  de  li81na,   §1tuado  en  mlcroambiente  con  cargaB  I)ogiti-

vaf3.     Cuando  Be  pl`oducE  la  lnactlvaci6n,   rEacciBna  una  molecule    de

PLF'  con  un  grupo  amino  pel`  molecule  de  Enzima.

Lt.  Enzima  no  e§  totalmentE  inactivada  poll  PLP,   nl  aumEntanda

8u  i=oncentraci6n  ha6ta  0,5  mM,   ni  somEtiendt]la  a  un  §Egundo  tratamiEn
_

to  de  inactlvaci6n  deepuG§  de  I`educir  El  produ€to  dE  la  primEra  Bc)n

borohldruro.     La  enzima  parclalmgnte  modificada,   pl`E§enta  uno  Hm  apt+

rente  diaminulda  pars  EI  MVA-P.     Estos  I.e§ultadog  permiten  suponer  qua

el  grupci  I`eactivci  e§tfi  ubic3ado  En  a  cgrc:a  dEl   sitio  de  uni6n  del

MVA-P,   explic6ndose   la  manor  Hm  aparente  papa  B§tE  flltimo  pop  la  Ear-

ga  po§itiva  dEl  nltl`6geno  aI'omaticci  del  PLP  cuyo  pH  es  8,69,   lci  que  fE

cilitarla  la  uni6n  del  MVA-F'.

La  quina§a  fosf`omev@16nica  e8,   ademas,   inactiv@da  pop  2,3-buta-

nodiona,   reEictivo  altamEnte  esFieBffico  |]am  I'E§iduo§  de  arginina.       El

hechc]  qua  el  MVA-P  pl.citeja  a  la  enzima  de  la  inactivaci6n  pal.  este  re-

actlvo,   hace  sLiponel`  quE  un  I'e§iduc)  de  arginina  esta  §uficiEntemente

pr6ximo  a  en  el  sitio  mlamo  de  uni6n  de  e§tE  §ustrato.     La  F]I'e8encia

de  un  re§iduo  dE  arginina  cel`cElno  a  uno  de  li§ina  En  El  §itiD  dE  uni6n

del  MVA-P,   explica   el  I]ajc}  pH  E!ncontl.Eido  pars  el   grupc}  amino  reactivo

Con  PLP.     Eatog  I`E§ultado§  concuel`dan  eon  inve§tigaciBne§  pealizadag

si]bre  diversaB  quina§a§  y  de8hidrl]gEnasas,   quE  pl`e§entan  li§ina  y  argi

nina  en  el  sitlo  de  uni6n  de  suE}trato8  ani6nicc]8.
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ABanAFT

In  this  uol`k,   the  Enzyme  pho§phcimEvalonate  kinasE   (EC  2.7.4.2)

f.ron  pig  livEI'  has  been  purifiEd  to  homogeneity,     and  the  following

propeI`tiEs  clf  the  enzyme  have  been  studied:   killetlc§,  molet:ular  Weight,

amino  acid  composition  and  essential  aminc]  acid  residues  f.oI.  catalysis.

The  put.if.icaticm  c]f  the  enzymE  requirE§  ammonium  sulfate  treat-

ment,   DEAF  cellulose,   Bio  EEL  P-150,   hydroxylapatitE  and  blue-dextl.an-

§Ephal`o§e   t]hl`omatogl`aphy.      The   F]ul.if`iE3d   E!nzyme   i§   homcigengous   a§   E}houn

by  native  pc]1yal=rylamidE   gE!l   electl`i]phc]I.E§i§   and  has  a   Specific   activi
_

ty  c]f  69  units/mg  protein.     ThE   enzyme   §hc]u§  Eb§01utE   8pecificitv     f.I]r

ATP  and  requires  a  divalEnt  cation  for  at=tivity,  Mg+2  being  thE    most

effEctivE!.     An   clptimum  pH  I`ange   t]etuEen   7.5   and  9.5   (the   highg§t   pH  aE

Bayed)   is   §houn   by  the  enzyme.     Both   §ub§trate§,   5-pho§phomevalc)nate

(MVA-F')   and  ATP   FirE§Ent   hyFiel'bolil=   kinetic:§   With   tl`ue   Hm   values   i]f

0.075  mM   Eind   0.46   mM,   I'e§pectivelv.

PhoE}phomevalonatE  kina§E   has  only  one   F]01ypeptidE  I:hain  With     a

Mu  of   21.000  -22.500,   aB   e§tat]1i§hec]  by  gel   f`iltl'aticm   in  Bici   Gel   P-60,

§uBI.c]se   density   gI`c!dient   centrifugEitit]n   and  §D§-polyac:I'ylamide  gel   elEc

tl,OF,hc,=`e§i§.

The  Enzyme  is  inactivated  by  5,5'-dithiobi§-(2-nitl`obEnzoic  a -

I:id)   (D"B),   pyl`idc]xal-5'-pho§patg    (PLP)   and  2,3-butanedione.     The  in

activaticln  I'eaction  fc]11ou§,   in  all  caBe§,   pseudo  fil`§t  oI`der  kinetics,
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MVA-P  eff.actively  protects  the  EnzymE  against  inactivation  by  these

rgagents.

D"`JB  produces  a  I.apld  inEictivation,   by  I.eacting  With  the  l=yE

teine  I.E§idue  of  thE  enzyme®     This  inactivation  may  be  I'evel`ted     by

2-mEI`captcigthanol  or  dithiothreitol.    In  a  partially  inactivated  en
_

zyme  FlrEparation,   no  change  in   the  appal'ent   Hm  i§  t]b8ervEd  for  bc}th

§ubstl`ateB.     In  additit]n,   the  catalytic  I:on§tant  of`  the  residual  E!n

zvmE  i§  identical  to  that  of  untl`eatEd  enzvmE,  indicating  the  exis-

i:Enc:a  c}f   two   populationB  c}f`  molecules;   one  made  of  intact   and     the

other  of  totally  inactive  moleculE}s.     ThE3§g  rE§ult§  suggBst  that  the

cy§tEine  residue  (the  only  one  found  in  the  amino  acid  analy§iE!)   ig

in  or  near  the  ac}tive  Site,   Where  it  may  Fial'ticiFate  in  the  Cataly-

i;ic  pl,I,I;e§§.

Lc]u  concentrations  of  PLP  pl`oducE  inactivation  c]f  phoE}phomEva

1onate  kinase,   with  the  formation  of  a  §t3hiff  ba§g  between  an  amino

gI'oup  of  the   enzyme  and  the  E]ldE3hyde   groLlp  of  PLP.     Pyl'idoxal   and  p|

I'idoxamine-5'-pho§Fihate  are  Weaker  lnhibitol'§  than  PLP,   suggesting  a

§pBBifiB  Effect  f'or  PLP  in  the  inaBtivation  I`eactlon,   prc]bably  due  to

the   pl`E§ent:E   of   the  phoE}phate  gI'ciuF}B  and  aldehyde.     FI.om   studies  of

pH  ±£±.   velocity  of  inac}tivation,   a  pH  of  8.25  at   240  and  7.95  at  310

ua§   dEtElmingd  for  the  I`eactive  omino   gI.oup.     This  gI'oup  mE]y  t3orl'e§-

pond  to  an  a  -amino  gI`oup  of  a  ly§ine  I`e§idue  in  the  vicinity  of  o-

ther  positive  charges.     One  molecule  of  PLP  I.eact§  With  one  Emino

gI'oup  per  mc]lecule  of  enzyme  to  produce  inaEtivation.

The  enzyme  is  not  totally  inactivated  by  PLF',   Either  by  incl`ea
_

Sing  the  PLP  concentl`ation  up  to  0.5  mM  or  by  a  §Ec:and  inactivation
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treatment  after  borDhydridE  reduction  of  the.8chiff  base  fomed  ln

the  first  tl`eatment.     The  partially  mt]difiBd  enzyme  shows  a    lower

apparent  Hm  for  MVA-P  than  the  native  enzvmE.     These  rea`ults  BuggeBt

that  tlle  reGc:tlvE  group  is  located  ln  o1'  close  to  the  binding    51te

fc}r  MVA-P,   the  lower  Hm  for  MVA-P  may  be   exF]lained  by  the  positive

charge  of  the  PLP  ring  nitrogen  (pH  8.69),  which  might  facilitate

the  binding  of.  MVA-P.

Pho§phc}mevE]1onate  kinase   iB  E]lso   inactiv@tgd  by  2,3-butarlci -

diong,   a  reagent   §pEcific   fol`  al`ginine  re§idue9®   MVA-P  pl`otectB  the

enzyme  Eigainst  inactivation  by  this  reagent;   this  sugge§ta  that    an

al'ginine  I`e9idue  ig  Sufficiently  c}1o§E  to  o1`  at  the  t]inding  Site  of

this   sub§trE]tE.     The  F]I'e§eni=e  of   E]n  al'ginine   I`E§1due  near  a  lysine

I`esiduE!   at  the  binding   Site  of.  MVA-P  explains  the  lou  pH  found     FBI.

the  amino   group   I'eactivE  With  PLF.     These.  rEEiult§  agl`ee  With  findings

by  cither  invE§tigatol`s  in  Several  kina§EB  and  dehydrogenasE§,   Which

present  ly§inE  and  arginine  grc]up§  at  the  binding  Site  of.  anionic

§uBbtl,ate§,
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INTRODIJECI0N

La  quina9a  fo§fomEval6nica  (ATF':   5-fosfomevalonato  fo8fotrang
L=

fel`a§a,   EC  2.7.4.2.), cataliza  1o    fo§fol'ilaci6n  Eel  mevalc]nato-5-fog
__

fato   (MVA-F')   par  Mg-ATP  pal`a  producir  mevalonato-5-pirofo8fato   (MVA-

PF')   y  ADP,   dE   acuErdo   cc]n   la   aiguientE   ecuaci6n:

;:2=8=;::       +  ATpng
-0-CH2 €=D

I

-0

HD

iH2:Ci::  -DP

§61o   el   i§6mEI`o   3Pl-MVA-P  e§  §u§tl'ato   de  la  quina§a  fo§fomeva-

16nica  y  su  fc]§forilaci6n  poll  ATP  E§  revEr§il]1e,   eBtando  la  reacci6n

dgsplazada   hat:ia   la   f.ormaci6n   de  MVA-PFI   (1,2).

EBta  rEaEci6n  corl`esponde  a  uns  de  lag  pl`imel`aB  etapa§  de     la

bioslntesis  dE  compue§to§  isopl'£nicos,   BUBtE]ncias  E]mpliamente  di§tri

buldag  en  el  mundo  vivientE  y  que  incluyEn  productos  tan  impol'tantes

Coma  lt]§  terpenos,   estEI.oide§,   cal'otenoideB,   cE]uBho,   gibel'elinas,

eta.     Todos  esto§  i§oprenoidE§  tienen  en  cc]mdn   §u  §imilitud  dE  ol.igEn

y  Be  Bintgtizan  a  trav6s  de  uno  sEI`ie  de  I.EaBcione§  pal'EcidEl§  a  id6n-

ticas.

un  compuesto  clave  en  la  biosinte§i§  de  log  polii§oprEnoidE§

EB  el  6cido  mEval6nico.     §u  de§cubl`imiento  I'eprE§ent6  uno  de     log
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mayorEs  avancg§  en  El  conocimiEntc]  de  la  bio§IntE§i§  dEl  cole8terol,

deapues  que  ge  conociera  quE  el  acetato  era  El  pl`ei=ul.aor  pl.imario.

En  la  Fig.   1   §E  F]I`e§Enta  un  E§quema  dE  los  intErmEdlario9  dEade  6ci-

do  mEval6nico  ha§ta  cole§tel`01.     El  6cido  mEval6nico  experlmenta  dos

fc]§f.oI`ilacione8  con§gcutivas,   la  primEI`a  l=E}talizada  pop  la  quinaBa  mE

val6nica   y  la   §egunda,   pop  la  quina§a  fosf`omEval6nica.     EI  MVA-PP,

producto  de  la  segunda  quina§a,   e§  de§carboxilado,   en  una  I`eacci6n

que  requiel.g  ATF',   a  isc]pentenilpirofo§fatc],   compueBtc]  quE  EB  la  fuen-

te   I'EE]l   de  lag   unidadE§  i8opl`6nicEl8   v  pl`Ecul`§oI`   dE   tc]doB  log  poliisr]-

prenc]ides.     La  bio§Inte§is  dE  isopentenilpirc]fosfato  e§ta  ampliamentE

rEpre§Entada  en  bactel`ia§,   1evadul.a,   plantas  guperiore§  y  mamlfel`o§

(3).

En  particular,   1o  t]io§IntEsis  dEl  colesterDl  en  mamlfero§  pre-

senta  gI`an  inter.€§  t]ebic]o  a  que  altgl`aciones  En  el  metabDliBmo  de  Eg-

te  cc}mpuEsto  pueden  pl'oducil`  altEI.aciones  patol6gica8.     El  metaboli§-

mo  dc!l  cc]lgatepol  en  el  hlgado  e8ta  §c]metido  a  un  complejo  §istgma  de

cc]ntl`ol   y  g§  modificado  pc]r  uno   §EI`ie   dE  factore§  ambientales,   hol`mc]-

nale§  y  nutl`icionalE§,   siBndo  El  cole§tErol  mi§mo  inhibidor  de  8u  prg.

pie  formaci6n   (4,5).     La  Enzima  cuyc]  rol  I`egulador  estfi  bien  e§table-

cido  e§  la ¢ -hidroxi 4 -mEtilglutal`il-BOA-I`eductaaE],   cuyo  Efecto  re-

gulador   "in  vivo"   BE!  dEbe  a  una  mDdulaBi6n  dE  su  slnte§i§  a  velocldad

constantE  de  dEgI.adaci6n   (6-8).     Sin  Embal`go,   diverso§  tipo§  de  pl'ue-

bEi§  augier.En  la  Exi§tenciEi  dE  I:ontl`ole§  reguladol'es  secundal.io§  a  o-

trciB  niveles.     BUBhgl`  v  cc}l.   (9)   demo§tral'on  qLle  la  cc}nversi6n   de  6ci

do  meval6nico   y  de   e8cualeno  a  colE!§tEI`ol   Be  reduce  pop  ayuno   o     pop

la  administl`aei6n   dE  Bole§tel'c)I  aunque  en  un  grado  menor  que     la
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A€ID0   MEVALONIB0
i

5.FO§Fori'EVALt]NI[O
ij`

\`'!

5-PIROFO§FOMEVALONICO

I§OPENTENILPIROFO§FATO

DIMETILALILPIROFO§FATO

COLE§TEF]OL

LANO§TEROL

T.

E§CuhLENO

PRE-E§CUALENOF'IROFO§FATO

EEFtANILF'IFioFO§FATO

Figura  1.     Intermedial.io§  dE  la  biosinte§i§  dEl  colestEI`ol  a
partil`  de  afido  mEval6nico.
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cc]nver§i6n  de  acetato  a  colgstel`01,   sugiriendo  la  prEaencia  de  meca-

ni§moa  rgguladol'e8  §Ecundal`1c}8  que  Bontl'01an  el  flujo  de  matel'iales

a  trElv€§  de  lE  via  bit)Bint6tlca,   a  bien  que  g1   §egmento  completo     de

la  via  es  deprimido.     Bould  y  §uyl.yd  (10)   sugiEI`En  dos  9itios  regulE

dore§  §ecunclal'ic]s  en  la  61ntg§iB  dEl  colg§tErol,   uno  entre  acido  me-

vEil6nico  y  fal`ne§ilpiliofi]§foto  y  otro  entl.a  farng§ilpirofosfato  y  gE

c:ualEno.     §1@key   y  col.   (11)   c]enostl'arc]n   quE  El  flujo   dE  materialea

a  tl.av6§   de  la   via  completa   dE   BIntBBi§   dg  cole§tel`c]l  no   se  PLiede  Ez

plicar  §uponiendD  qua  la  aniga  enzima  I.E!guladora  Es  la¢ -hidroxi-a

-mEtilglutal'il-[oA-I`educta§a  y  §ugigl.en  a  1o  meno§  dos  paso§  I`EgulEI-

dopes,   uno  entl'e  MVA   y  E§cualeno   v  otm   Entl'e  eBcualeno   y  cole§t;erol.

§hama  Bhat   y  Hamo§arlia   (12)   encontl`al.on   en   I`at@§   qlle   la   utilizac}i6n

dE  MVA  pal`E  la  bio§1ntesi§   dEl  cc]lE§tEI'01  pl`e§enta  ac}tividad  rltmica

con  un  maxima  a  mediaric]che.     La  Eictividad ¢ -hidroxi-P-mEtilglutaril

-BOA-rEductaE!a   aumenta   10   vecEs  a  mgdianclchE   cc]mparada   I:on  el  media -

die,   miBntl`a§  qua  la  incol`pol`aci6n  dE  at:Etato  E!n  cole§terol  tanto   "in

vivo"   coma   ''in   vitl`o"   §61o   E]ument;a   3  vEces.     Esto§   autt]I'e§,   a   t]a§e   dE

g§tudio§   ''in  vitl`o",   en  que  midiel.on  tanto  la  I:onvB|.§i6n   de  2-C44-meva
_

lonato   a  E!§tEroleB,   cc)mo  la   desc:oI'boxilaci6n   dE   1-E44-mevalonato,   con-

cluyE3ron  que   debs   hal]er  uno  enzima  en   la  v{a  bic)gint6tica  gntl.E  MVA   E

isoFlentEnilF]irofo§fato  qug  pl'eE}enta  cambios  I`itmicc]s  dg  actividad.

La  convel`8i6n   de  MUA  a   iE}opEntenilpil'ofo8fato  involucl'a   3  pEiEio§

enzimatico§:     quinaBa  mEval6nlca,   quina§a  f.o§fomeval6nica  y  dg§carboxi

lasa  pirofD§fomeval6nica.     A  log  tl'e§  enzima§  §e  leg  ha   §upue6to     un

rc}1  I`egulador  En  la  bio8inte§is  del  colE§tErol.     DOI`§Ey  y  Porter  (13)

demoBtl`al'Dn  que  el   far.neailpirof`osfatD   y  E!1  gel`anilpirt]fosf.ato  inhiben
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la  qulnaaa  meval6nica  de  hlgadg  de  cEI'do,   8ugirlendo  quE  ambc]e  com-

pue§to8  podrlan  a€tuar  coma  controles  fialol691cos  a  nlvel  dE  E8ta  eE

zima.     Pc]I.  c]tra  parte,   §lakEy  y  col.   (11)  al  realimentar  con  uno  die-

ta  caTentE  de  gI.agE  -rEita9  mantenidas  en  ayuno,   ob§ervaron  que  junta

con  el  aumento  dE  la  §1nte§ia  dE  farneBilpirc]fosfato  §E  produce  un  aj±

mento  de  la  convel`8i6n  de  mEvalonatc]  a  escualEnc]  tan  I`apida  como     la

pl`imera.     E8te  hecho  hat:e  poco  probElblE  que  el  efEt:tc}  inhibitol.io  ob-

sel'vado   "in  vitl`o"  For  far.ne§ilpirofo§fEltc}   y  gel'anilpil`c]fc]E5fatc)  infl!

va   ''in  vivo"   §c}bre  el  flujo  de  lc]§  intel`mediario8.     Ramachandran     y

Shah   (14)   demc]Btl.al`on   que   la  fo§f.orilaci6n   del  MVA   y   Eel  MVA-P  nc]   era

8ignificativamente  difel'ente  E!n  pl.EparE]cionEB  de  hlgado  de  rataB  lag-

tantEs   y  destEtada§,   mientra§  quE  la   dE§c}arboxilaci6n  del  MVA  result6

ssr  muchc]  m6§  E]lta   en   ratas  dgBtgtadas.     Esto§  Eiutore§  concluyEn     que

la  de§carl]oxilaci6n   c]el  MVA-PP  e§  un  paao   reguladoI.  en  la  bio§IntE§iB

del  colE!stEI.ol   hepaticct.

La  §upo§ici6n  que  la  quina§a  fDsfomeval6nica  pudiera  desempefiar

un  F]apel  reguladol`  de  la  bio§InteEii§  de  i§oF)I`enolde§  en  mamlfero§  pro-

viene  dE  la  alta  th  aF]al`ente  deteliminada  papa  el  MVA-P  con  la  enzima

de  hfgado  de  cerdo,   de  3  x  10-4  M  (2).     par  otl.a  parts,   la  Hm  aparEnte

publicada  para  El  migmo  su8trato,   de  la  quina§a  fo§fomeval6nit=a  de  la-

tEx  de  Hevea  bra§ilienai§  (arbol del  Gaucho)   E§  4,2  x   10-5  M   (15),   de

tal  manel'a  qua  de  Ber  ciErto  un  Efecto  regulador  de  lE)  enzima  de  cel`do

debidci  a  au  alta  th,   E§te  BritEI.io  no  parEt3e  aplicable  a  la  gnzima     de

HBvea  brasiliEn§i§.

El  conocimiento  actual  que  se  tiEne  de  mucha§  Enzima§  dE `1a  via

bio§int6tit3a  dEl  colE§terol  EB  Ban  muy  in§uficiEnte.     Val.ias  nan     §ido
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puriflcada§  a  homogeneldad  BI]mo  la  tiola§a  y        A-hldroxi-4-metal

91utaril-BOA-91ntetaBa  de  hlgado  de  pBllo,  lap -hldroxi-4whetil-

91utal'il-Bi]A-reductasa  de  levadura  a  hlgadci,1a  quinaga  mevEil6nica  y

la  falineElil  pirofo§fato-sintEta§B  dE  hlgado  de  cel`do  y  E§Eualeno-sip

tetaBa  de  lEvadura.     Lag  restantEg  enzima§  hen  §1do  861o  parcialmEn-

tE2  purificadas  (3).    E§,   |]or  lc}  tanto,   de  real  inter6§  el  e8tudio  §iE

tEm6tico  de  tBda8  lag  enzimo§  dE  e8ta  via.     El  objetivo  de  eata  tE91§

ha  §ido  I)urifiBar  la  quinaaa  fo§fomeval6nica  de  hlgado  de  cel`do    al

m6§  alto  gI.ado  po§ible,   a  fin  de  caractgrlzarla  en  Bus  proF]iedade§

fl§icoqulmica§,   qulmica§  y  cin6tica§  e§EnelalE!5,   e§tudios  que  eventual
_

mente  pudleran  determiner  major  el  papal  qua  ella  de8emF)efia  En  EL  prE

ceso  global  de  biD§IntE§l§  del  cole§tel'ol.

L@  quinaga  fo3fomeval6nica  ha  sido  de§cl`ita  en  divel`Bag  fuEn-

tE§  tales  coma  lEvadura   (1,16,   17),latex  rEt:cln§tituldci  dE  j±g±£gg

bI'aglllen§i§ (15,18),   hlgado   dE   I`ata   (19)   y  de  cerdo   (2,   20).   Ade-

mfs,   §e  ha  lnferldo  §u  pl'eBencia  En  otra§  fuEnte§  PBI`  la  pre§Eneia

del  pl.orfuctci   de  lE  reacci6n,   el  MVA-PP  (21,   22).

Log  eBtudlog  efectuado§  €t]n  e3ta  enzima  obtenidE]  de  laB  diver

§as  fuente8,   todos  dg  ccir6ctEr  muy  pl.Eliminar,   han  sido  realizadog

c:on  I)rEparaclonE9  ba§tante  impuras  dE  ella.       Todas  lag  prEpar@i=ionEg

Enzim6tlca8  deEicrita§  pl`e8entan  El  mismo  requerimlento  nuclgotldico

de  ATP,   E3xcEpto   1@   de  Eg±£=±  braglliE3n§i§  que  puede   uBal'   ITP   v  UTP  pE-

I`c]  a  velocld@dE8  mEnorEB   (15)   y  todaB  I'equieren  adema§   de  lone§   diva-

1ente§,   siendo  EI  Mg+2  El  mag  EfEBtivo.     E§te  i6n  pre§enta  efEcto  6p-

tlmo  Bobl'E  la  quinaea  fosfomeval6nica  de  hlgade  de  cel`dci  a  conBentra-

ci6n  5  mM,   §lendo  inhlbitol'ias  concEntTacionea  3uperioreB.    OtTo9  io-
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nee,   talE!§  coma  Ag+,   Cu+2  y  Zn+2  a  i=oncentraci6n   5mM,   inhit]En   complE

tamente  la  I`eacci6n  y  El  [o+2  no  tiene  efecto  (2).    La  quina§a  fo§fE

meval6nlco  de  lEvadura  e§  activada  adem6§  dE|  Mg+2  pop  Co+2,   zn+2,

F.g+2   y  Mh+2(1)   y  la   dE

(15).

Hevea  braBiliEn§is pop  Mg+2,   zn+2,   Fe+2   y  Mn+2

La  quinE]sa  fo§fomEval6nica  I`equiel`e,   al  Flarecel.,   la  integl.idad

de  grupci§§ulfhldrllos librEi§  F}al'a  su  actividad.     La  Enzima  dE  H.  bra-
-___

§iliensis pierde  9u  Ectividad  euanclc)   §e  omitE  del  medic  un  com|]uEstc)

tiol,  pudienda  rEcupel`ar§e  pal'cialmentE  la  actividad  al  ogregar    un

tiol   (15).     La  enzima  de   hlgado  dE  cerdo  Es  inhibida  completamente

Pop  p-CloI'omEI`cul.ibenzoE]to,   siEndo   §u  BfEcta  pal.cialmente  I'EVEI'tido

pop  2,3-dimercaptoprc]panol a  glutatl0n;N-etilmEileimida  y  0-iodobenzc]a
_

to  demoBtl`al`on  ser  bueno§  inhibidore§,   per.a  la  iodoacetomida  pl'e§en-

ta  §6lc}   ijn  pequefici  gradi]   de  inhibici6n   (2).

La  quina§a   fosfomeval6nica   dg  hlgodo  de  cerdD   dEmo§tl.6  pl.Bsen
____

tar  un  pH  6Fitimo  entre  7,2  y  7,3   (2)   v  la  de  HEvea  bl`asiliensi§  er.tl`e

7,0  y  7,5   (15).     La  enzima  dE  autolizadoa  de  lEvadul`a   §e  ha  publicado

que  no  pl`ESE!nta  un  pH  6ptimo   dEfinido,   permanEciendo  la  actividE]d  in-

altEI.ada   Entre  pH  5,5  v   10   (1).

La  Hm  apargntE  pan  el   §u§tl`ato  fo§fomevalclnatc]   de  la  enzim@

dB  hlgado   de  cel`do   se  detelmin6   En  aproximadamEntg  0,3  mM  (2)   y  la   de

1a  enzima  de  H.  braBiliensi§
_ papa   El  mi§mo   sLi§tratci   en  0,042  mM   y  p@-

ra   EI   ATP  0,19  mM   (15).

Lcl8   datc]s   pl.E§Entado§  rEE!umen   lag  pl'opiedadEs   estudiada8     de

la  quinasa  fc]§fomevE]16nic@  obtenida  de  lag  diversa8  fuenteE},   estudios

que  sE   hon   realiz@dc],   coma   se  h@   dicho,   cDn  preparacione§  muy  crudas
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de  ella.    No  exi§ten  publicacione§  recientea  qua  aporten  nuevcla  dato§

Bobl'e  e8ta  enzima.     E8  po§ible  quE  algunaB  de  lag  propiedade§  dEst3ri-

tas  8e  vean  modificada§  ct]n  pl.gpal'aciones  mag  pul'ificadas.     LOB  egtu-

dio8  efEc`jado9  con  lag  quinaBas  fci§fomeval6nicas  dg  hfgado  de  rata,

hlgado   de  cerdo   y  levE]dul`a  fuEran   hechos  hace  mag   de   15  aFiclB   y  log   PEE

lizados  con  la  quina§a  obtenida  del  latex  dg  J±. bl`a§ilien8i§ aunque
mucho  mag  recientes   (1971),   tambi6n  Son  dg  cal`acter  muy  preliminar.

En  este  trabajo  se  decidi6  utilizar  el  higado  de  cel`do  coma  fuen
__

te  de  la  quinE]§a  f.osft]meval6nica.     Este  matEI`ial,   obtenido  dE  un  mata-

den  comel`cial,   tiEne  el  inconveniente  de  Pug  se  cal`ece  de  i=ontrol     §o-

bl'e  log   animaleB,   pudiendo  ExiE]tir  dif.EI`encia§  impcirtantEs  entre  un  Eni
__

mal  y  otl`o  det]ido  a  fEictore8  tales  ci]mo  raza  a  E§tado  de  alimentaci6"

De  hecho,   §E  encc}ntral`on   difErenciaB  §ignificativas  en  cuanto  a  1o  cE]n-

titled  de  enzima  entre  difel`ente§  hlgado§  en  alguna8  prepal'acione§.     Na

ob§tEintg,   §e  Eligi6  e§te  matel`ial  pt]rquE  EI`a  poBit]lE  de  obtenel`lo  fpE§-

co,   extraldo  del  animal  reci6n  muerto,   y  pol'que  permits,   dEbido  a  Bu  vo
_

1umen,   pl.oce§ar  una  Eantltlad  grandE  de  tejido,   1o  cual  no  habl`£a   §iclo

F]o§iblE  tl`atandose  de  I`ata§.     AdEm6§,   coma  Exi§ten  estudio§  pl.evios  e-

fectuatlo§  con  quina§a  fogfomevEil6nica  de  E§ta  mi8ma  fuente,   re§ultaba

de  intel`6§  compal`ar  lag  propiedEide§  de  uno  pl`eparaci6n  mag  pupa  de     la

Enzima  ccin  lag  obtenidas  en  prepal'acioneB  meno§  pul'if.icadas.     Pop  c]tra

parts,   I.e8ultaba  tambi6n  intel.e§ante  compal'ar  lE]8  propiedadeg  dE  la  qui

nElsa  fo§fomeval6nica  con  la§  de  la  quinasa  meval6nica,   la  enzima  ante-

I'ior  de  la   via  bioE]int6tii=a,   la  I:ual  ha   Bido  purif.icada  dE  hlgE]do  dE  car

do   a  hc}mogeneidad,   y  §us  F}roF}iedade§  cin€tic3as  e§tudiada§  en   detallle

(23).
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MATERIALE§   Y   METODO§

I.      MATEf]IALE§

A.    Material  biol6giccl

Log  hlgado§  dE  cBrdo   E}e  obtuviercm  freBco9  del   ''Matadel'o  Lo

Valledor"  o  del   "Matadero  Industrial  §an  Miguel,   §.  Ar    Log  6I`ganDs

BE  extrajEron  en  un  tiempo  m6ximo  dE   15  minuto8  desFiuea  dEl   §E]crifi-

cia  de  log  animalE8  y  §e  mantuviel`t]n  en  hielo  ha§ta  el  momento  dE  au

pl`oceaamiento.

a.     F]Eactivos

NADH,   ATFI,   ADP,   AMP.   ETP,   UTP,   CTP.   PEP,   quinaBa   pil.avica

(PH)   tlpo  11   de  masculo  de  conejo,   de§hidl.ogena§a  16ctica   (LDH)   tipo

Ill  dg  coraz6n  de  vacuno,   lactona  del  6cido  DL-meval6niccl,   2-mel'captE

etanol,   2,5-dif.eniloxa§01  (PPO) ,   ditiotreitol,  pit.idoxal-fosfato(lpLP),

pll`idoxal  (F'L),   pl'iidcixamina-fo§fato   (F'AP),   poll  A,   N,   N'   -metilBn-

bl8acrilamlda,   albamlna  de  siiero  de  bovino   (B§A),   dodei=il8ulfato  de

sodio   (§D§) ,   2-(N-morfolino)  etanol§ulf.onato  (ME§),  N-Tris-(hidroxi-

metil)-metil-2-amint]etano§ulfonato  (TE§) ,  N,  N-big-(2-hidroxletil)-gli

cina   (BICINE)   y  3  (ciclohexilamino-1-pl`opanogulfonato)   (CAPS) ,   §E  obtu

vieron   de  §igma  Chemical  Co.,   §t.  Lciui§,   U.§.A®;   Acl'1lamida   se  obtuvo

de  BID  Ratl  Labt]rE]torie§,   Eallfol'nia,   u.§.A.;   D"B,   hExanodlamlna,   dilii

drat31da del acido  adlpico,   butanodiona,   I]romuro  de  ciE]n6gEno  y  acetoni-

tI'ilo,   fuEron  pl.oducto§  dE  Aldl`1ch  ChEm.   Ec}.,   Inc.,   MiluaukgE,   U.§.A.;
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1,4-big-2-(5-fenill]xazolil)-bencencl   (POPOP) ,   glicgl`c]l  y  azul   de  bl'o-

mofEnol,   sE     []btuvierc]n   dE  MErck,   Dal'm§tadt,   Alemania;   §ulfato   dE  a-

monio,   citoc=I.omo   a   de   col`@z6n   dE  cEiballc],   quimotripsin6gEno  A   dE!   pal

crEa§  de  bovine,   ovoalbdmina,   €1BI`hidl'ato   dE  guanidina   y  azul   dE  BBo

ma§§ie   §e   obtuviE3I'on   de   §t:hual`z/ME]nn,   Orongebul'g,   New   YOI.k,   u.§.A.;

N,N,Nl ,N'-tEtl.ametilEn-Etilendiamina   (TEMED)   §e  c]btuvo   de  §chuchal'dt,

Munchen,   AlemEiniE};   pepgina   de   e§t6mago   dE  cel`dc]   sE   obtuvo   de   Mann   RE-

§earch  Labs.,   New  Ycirk,   U.§.A.;   2,4,6-tl`initl`ot]gnceno-§ulfc]natc]     dE

Ea§tm@n   Kodak  Co.,   RochE§tEI'  N.y.,   U.a.A.;   1isina,   inBulina   y  tambi€n

citc]cromo  c   se  obtuvo   de  Fluka  A.a.   Buch§  §.a.,   §uiza.     AdEma§,   §e   u-

tiliz6  ATP  v  2-mert3aptc]etanol   de  [Eilbiochgm,   La   Jolla,   Califol`nia,
(

lJ.§.A.;   acido   DL-mBval6nico-5-H3   (§al   DEED),  6,74  Ci/ma|   sg   obtuvD

de  Ngu  England  Nuclear,   Bc]stc]n,   U.§.A.     EI   I'E§tD   de   log  reactivc}§   Em

pleadc]s   fug   dE   gr@dc]  analltit3c].

I.     M8tEriale§  [I`c)matogl`'6ficos

DEAE-celulo§a,   DE-52  f`uel`on   pl'oducto§   de  UhatmE]n  Ltd.,   Spring-

field  Mill,   HE3nt,   Inglatel`ra;   Bio  Eel  P-60,   Bicj-Gel  F-15D  a  hidroxil-

apatita   (BID   Gel  HTF')   f`uE!ron  obtenido§  dE  Big  Rad  Lab.,   Ealifol`nia,

U.§.A.;   §epharoBE  48  y  azul-dE!xtl'ano  proviniel.on   de  Pharmacia  Fine

Ehem.,   Upp§ala,   §uet=ia;   Douex-1-XB   y  Dc]wex  50-.va  fuEI`on   obtenido§   dE

Baker  Chem.   Ec].,   Philli§bul.g,   N.Y.,   u.§.A.
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11.      METODO§

A.     PI'epal`aci6n   dE  mevalonato-5-fc]§fE]tc]   (MVA-P).

Fug  necE§al'io   §intetlzar  EI  MVA-P,   §ugtrato   dE!   1a  quina§a  fog
_

fomeval6nica,   pop  no   e§tar  disF)Dnible  cDmercialmEnte.     Log  mEtodo§

quimi€08  que  utilizan     come  pl`Bdu€tD   de  pal'tic]a  la  mezcla  roce'mica

DL-mevalonato,   pl`oducen  como   re§ultado   uno  mezcla   de  3ft   y  3§-MVA-P,

en   gEnEI`al   con   un   I.endimiento   bE]jo   (24).      El  met;c]dc]   Enzimatit=c]   dg§a-

I`rolladc]   poll  Levy   y   Pc}pjak   (19)   c}on§iE}te   en   fo§foril@I`   el  mevalon@to

utilizando  la   enzima  quina§a  mc!val6nic3a,   y  pel`mitE  obtenel`  con   un   I.E!n
__

dimiBnto   §ati§factol`ic]   s6lo   el   i§6merD   3F]-MVA-P,   quE  e§  el   §ustrato

de  la  quina§a   fD§fomeval6nica.     §e  adoF}t6   el  mftc]dc]   enzimatico,   c3onsi

dErando   E]dema9  quE   la   quinE]§a  mEval6nit3a   E§   f6cil   dE  ot]tEner   En   un   gI'E

do   de   pul`eza   adEcuado   de   la  mi§ma  f.uEnte   qua   §e   utiliz6   En   la   pl`E3pal`a-

gi6n   dg   la   quinasc]   fo§fomEval6nic:a,   El   h±gado   dE  cErdD.     El  m€todo   oI`i
__

ginal   de   levy   y  F'opjak   flue  mc]dif.icE]do,   con   lo   cuEil   §E  conBigui6   obte-

nEr  un   pl`oduc}tc]   sin   tl`cizas  de  6c3ido  meval6nico   a  nuclec]tido§   detEcta-

bles,

1.     PI`Eparaciiin   de  quina§a  meval6nica

Esta   enzima   §E   pl'epal`6   de  hlgadc]   fI'gsco   de  cepdo,   pc)I.   uno  modi
_LT

f`icE]ci6n   dEl   m6todo   dE   BE3ytla   y   c}ol.   (23).      Un   kil6gI`amo   de   hlg@do   dE3

cgl'do   sE   homogenEiz6   en   dos   vDlfuene§   dg   tamF]6n   f'osfato   dE   pc]ta§ic]   1D0

mM,   pH   7,4(1)   En   un   homc}genEizador  Haring  Blendc]r.     E§ta   operaci6n     y

toda§   l@s   §iguientE§   se   efel=tual.on   Entl'E   0-40.     El   homogEnEizadB   §e

(1)   TodDs   log  tampDne§   EmplEadc]§   En   la  purificaci6n   fuEron   dE   pH  7,4

y   contEnlan   2-mel`captc]etanD1   1t]  mM.

11



filtr6  a  trave§  de  cLiotro  capa§  de  gaga  y  se  centrifug6  Buce§ivameTi-

tE  a  a.000  x  g. durantg   10  minutos,   48.000  x  g  pc]r  20  minutci§  y  48.000-
x  1 durante  6t]  minuto§,   descartando  En  gada  c@Bc]  log  precipitadc]§.  El

altimo aotr,tmadante §e  fr@cc:it]n6  con  §ulfatc]  dE  amonio.     La  fracci6n

que  precipit6  entrE   15  y  40  %  dB  E}atul`aci6n   de  la  sol   §e  diBolvi6  En

tamp6n   fc]sfatc]   de  pota§ic]   10  mM   y   §g   dializ6  cc}ntl`a   50   volflmene§     del

mismo  tamp6n.     La   §c]luci6n   dE  proteina§  dializada§  se  E]dsc)rbi6   en  gel

de  fo§fato  de  colcio,   1  mg  dE  gel  pc]r  mg  dg  protelno,   se  agit6  ha§ta

homogenEidad   y  sE  centrifuge  a   1.t]00  x  a  dul`antE   10  minutoB.     EI  F}I'e-

c}ipitado   §E  tl`Eit6   sucesivamEnte  I:c]n   concentracic]ne§  cl`ecientEB   dE  tan
L=

pan   foBfato   de   pota§io:      uno   vEz   10  mM,   dc]§   vEceB   25  mM,   tl`Es   vece§

60  mM   y   cinc:a   vece3108   ,mM.     La   quinE]§a  meval6nica   eluye,   F)al'te     can

f`c]sfatc]   de   pc]ta§iD   60  mM   y  pal'te   Con   100  mM.

Lag  pl.otElna§  proveniente§  de  lag  fl.Eec;iones  con  mayor  E]ctivi-

dad  e§pEclfica   §e  cDncentl`ol`c]n   agl`egandD   §ulfato  de  amc)nio  s6lido   has

ta  tener  un  70  %  de  §aturaci6n.     DEspu6§  dg  centl'1fugar  a  27.000  x  a

pop  10  minutc]§,   el  pl'ecipitado   sB  di§olvi6  en  un  pequEfio   volumen     dg

t@mp6n  fo§fato   10  mM  y  se  dializ6  cc)ntra   50  volflmene§  del  mi§mc}  tam-

p6n.

El  matgl`ial   dicilizadc)   §e=   adsc]I`bi6   En   uno   columnc]   de   DEAF-cElu-

1c)sa   (3   x  50  cm),   equilibrada  Eon   tamp6n   f.osf`ato   10  mM.     La   I:alumna

§e  lav6   §uce§ivamente  €c]n   2  volamEnEs  de  Bolumna   de  tamp6n   f'o§fato   lD

mM,   20  mM   y  40  mM.     §e   aplic6   Enseguida  un   gradients   de   f.c]§f`ato   dE  po-

ta§ic]   Entre   50   y   150  mM   (1   1   de   c3/u)   t:on   lD   cual   §e  FirodLijo   la   eluci6n

de  la  Enzima.     La  F.ig.   2  mue§tra  el  pErfil  dE  eluci6n  dB  la  quim]sa  me
_

val6nica  con  el  gradients  de  fo§fato  de  potasio.           El    eluldo
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Flgura  2.     Purificaci6n  de  la  quina§a  meval6nii=a  en  DEAF-celulo8a.
La  muestra,   previamente  purificada  Fior  §ulfatl]  de  amonio

y  en  gel   de  fc]afElto  de  calcio,   Be  apllc6  a  una  columna  dE  DEAE-celu
lo§a   dE  3  x  5D  cm.     DE§F]uEs  de  lavaI.  con  fl]§fatD   de  pota§io,   pH  7,I
a  baja  fuel`za  i6nica,   se  aplic6  un  gradientE  dE  fo§fatD  dE  pota§io
al  mi8mo  pH  EntrE   50   y  .150  mM   (11   de  I=ada  uno).     §e   I=olectaron  frac
CiDnE§  dE   19  ml  Ban  un  flujo  de  60  ml/hDra.     Otl`oB  detalleB  BE  deB--
cribEn  en  el  texto.
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§Elec€ionado  dE  la  columna  de  DEAF  celulosa  8e  concentl'6  con  §illfE)to

de  amonio  al  70  %  de  §atural=i6n  y  se  diallz6  contra  tamp6n  fo§fato  de

F]Dtaaio   10  mM   pop   16   hoI'a§.

La  prepal'aci6n  de  quinaga  mevE116nit:a  obtenida  carece  de  fo§fa-

ta8as  y  de  quina8a  f.o§fomeval6nic;a,   t:omc]  1o  revelaron  log  m6todo§  de

detel'minaci6n  de  actividad  que  8e  dE§cril]En  a  continuaci6n.     El  pro-

ductD  obtenido   de   1   Hg  de  higado  fug  de  240  a  300  unidade§,   ct]n     uno

at3tividad  e§pEclfii=a  de  0,35  u/mg.

Altel'nativamente,   §e  utiliz6  Lina  pl.epal'aci6n  m6s  purificada  de

la  enzima   (3,2  u/mg),   I`esultante  dB  la  put.ificoci6n  de  la  quinaaa  f'o§
__

fomEval6nica  a  trav6s  dE  Bio-Eel  P-150.     E§tE  pollmero  separa  t3omple-

tamente  la  quinasa  fo§fc]meval6nica  de  la  quina§a  mev@16nica,   pop  §u§

diferEncia§  En  tamafio  moleculal',   pl'opiedad  qua  I`eault6  muy  conveniEn-

te  p@ra   la   BEparaci6n   dE   LEIS   dos  quina§Ei§.

2.     En§ayq   de  la  actividad  de  la  quint]§a  mEVE)16nica

a)   M6todD  EspEctl`ofotom6tl'ico

EBte  m6todc],   c]Escl.ito   pop  Levy   y  Popjak   (19),   acopla   81   AOP

producido  En  la  reacci6n  Enzim6tica,   Eon  lag  I'gaccionE§  catalizadEis

pop  la  quinaaa  pil`avica  v  la  de§hidroggnasa  lactica,  midi€ndo§e    la

vat.1Elci6n   dE  abE!oI.bancla  a  34Cl  nm.     La  rgacci6n   Be  I'egi§tr6   en  un  eB
_

pectrofc]t6mEtrc]  Cary   118  a  o  en  un  espegtrofot6mBtl`c]  Varian  Techtron

635.     La  mEzcla  de  real:I:i6n  contgnla  en  un  volumBn  final  dE   1  ml:

NADH   0,24   mM;   ATP   2,5  mM;   PEP   2,5  mM;   Mgc12   5  mM,   tamp6n   foBfato   de

pota§io  pH  7,4  0,1  M;   2-mgrcaFitoEtanol   10  mM;   quina8a  pil.avica   y
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dEshidl`ogEna§a   lactic@   8   unidadEE3   dE   cadE]   uno.     A  0,96  ml   dgl   medic]

dE   lncubaBi6n  mantEnido   a  300  en  1@  cubEta  termol'egulado  en   EI   E§pE±

trofc]t6mEtro,   se  agl'Egaba  0,01  ml  de  la  Boluci6n  de  quinasa  meval6ni
__

I:a.     Despu€§   de  registl'E]r  la  llnEa  base  poll  2  a  3  minutos  Be  agl.ega-

ban   0,03  ml   de   D1-MVA   100  mM  pal'a   iniBiar   la   I`Eacci6n.     LaE}   velc]c:ida__i

dEB  iniciale§   §E   dEterminEil.c]n   dE   lag   pBndiEntes   de  lc]9  trE]zados  dEn-

sitc]mGtl`icc]§.

EI   Emaayo   eBpgctrofotc]m€tric}o   revE16   adEmfis  que   lag  prEFlal`a -

ciDne§  enzimaticQ§  utilizadas  em  la  prEzpal'aci6n   de  MVA-F'  I:areclan   dE

actividade§  Enzimaticas  qua  hidl`01izal'an  QI  ATP  c]  quE  oxidaran  EI

NADH,   hecho5   qiie   §E   habrfan  manifE§tadD   F]oI'   1a   oxidaBi6n   E§pDntanea

del  NADH  en   du§encia  dE  MVA  En   el  regi8tm   dE  la  llnea  base.

b)     M€todo   EromatografiBD

Este  m6todo   de  en§ayo  con§iti6   en   dEtEBtar  pDr  GI'omatogl`afla

En  paper   El   pl`c]ducto   dE   la   I.eacEi6n,   el   H3-WA-P,   u§andD   I:omo   guE]tm

to   H3-MVA.      La  mezcla   de   I.E3acGi6n   contE3nla   en   un   volumEn   final     dE

0,1   ml:      ATP   1   mM;   Mg[12   2  mM;   tamp6n   fosfato   de   H   pH   7,41D0   mM;    2-

mercaptoetanol   1tl  mM   y  H3-MVA  0,2  mM   (2HC/Hmol).     A  esta  mezcla  man
__

tenida   a   30D   §e  agl.gg6   la  Enzima   (I,015  ml,   50  mu)   y  §E  incub6   pop  3

hol'a§   a   la  mlBma   tEmpE2I`atura.     Lo   rEacc}i6n   §E   dEtuvo   calentE]ndD   1   mi

nuto   a   bafio  mal`1a   hil'viEntE!,   1uego   E!e   cEntTif`ug6   1a   pl.I)tBlna   F}rec3ipi

tada   y   el   §DbrEnadantE   sE   aplic6   a   uno   til'@   dE   F]Eipel   LLlhatman   NE!1      dE!

25  x  4  c3m.     El  cl'omatc]gmma   §E   desalTo116   en   fc}rma  E]scendente   en   un

si8tema   dE   n-propanc]1;   amonfacD;   agtl@,   6:2:1,   v   luEgo   de   E}Ecal'lD     §E
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cc]rt6  en  trc]zos  dE  0,5  cm,     loo-   cualEs  §E  t3ontarc]n  papa  tritic]  en

un  cc]ntadol`  de  cEntellEo  Nuclear  Bhieagc]  modglo  Mark  11.     En  La  Fig.

3  apal`ecE  El   re§ultado   de  unc]   de  tElle§  crc]matDgrama§.     En  ausencia

dE  Enzima  tc]da  la  radiactividad  aparec;a  a§oBiada  al  H3-MVA.     En  prE

§encia   de   lG   F]I`Eparaci6n   Enzim6tica   Be   DbBE!rvan   2  m6ximc]§   dE   I`adiac-I

tividad,   uno   t3ol'I.espondE   al   FiroductD   de  la   I'eEicci6n   el   H3-MVA-P  con

un   Plf   dE  0,30   (I)   y  g1   Dtro   al   H3-WA  quE  nD   I'eaccion6,   c;c]n   un   Rf   de

0,86   (11).     §i   §E   integl'a   al   al`ea   bajB   Eada  F]ico,   v  rEcol`danc]D     que

la   quina5a  mEval6nlca   a€taa   §61D   E3obl`E   El   i§6mErc]   3Ft-MVA  pal'a   Bar  3R-

MVA-P,      Be   puEdE   e§timar   un   54   9/a   de   cc]nveI'§i6n   de   3R-MVA   a   3F}-MVA-P.

3.     §1nte§ig  Emzim6tic:a  dE  H3-mevalonato-5-fo§fato.

La  Dl   lactona  dgl  6cido  meval6nicc)   §E  cc]nvil`ti6   en  la   §@1   tie

pc]ta§io   diBolvic3ndo   una   dEtel`minada   I:antid@d   de   Ella   En   veH  0,1   N,

cE]lentandc]   Ei   37D   durantE   uno   hc]I`a   y  luegD   titulando   con   H[1   ha§ta

pH  7,5.     §e  agl.Eg6  agua  bide§tilada  ha§ta  tenel`  uno  concentraci6n

tie  mE3valonatD   dE   all`Ededol'   de   0,1   M   tomE]ndt]   cc)mc]   I`Efel`enc:ia   El   peso

dB  la  lactona  tratada.     La  congEntl'@ci6n   Exacta  del  MVA  se  dEtermi-

n6  espEt=trofDtom6tric@mEntg  utilizando  un   excEso   dE  quinaBa  mevalfini_

aE,   con   PH   v  LDH   cc]mo   Enzima§   auxilial`e§   (vcr   §Ecci6n   a   dE  M€todDB).

§e   di§pu§o   de  aEido   DL-meval6nicD-5-H3   (§al   DBED),   di§uelto

E3n  metanol.      EBte   dltimD   §E   evapoT6   bajo   CoI.riE3ntE   dE  ail`e   V   Se   agrE

g6  ague  bidE§tilada   dE  modo   de   tenel'  Lina   aDluci6n   dE   40  uC/ml.     `E§ta

Boluci6n   de   H3-MVA   E}E  mEzcl6   con   la   dE  MVA  no   radiactivD   En   lag   pl'g-

pc]rciones  aprc]piada§  par.a  tEnEI`  1E]§   EictividadEB   e§peelfic:a§  indicada§
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10              12              14

Figul`a  3®     En§gyo   [I`omatogl'af.ico   de  la  quina§a  fo§ft]meval6nica.

La   Enzima   §e   incub6   con   H3-MVA   y   log   dema§   faBtt]re§   I.E-
quel`ido§,   En   un   volumen   dE   I,1  ml.     una   vEz   dEtEmida   la   reaci=i6n   en
bafio  mal`1a   hil`viente,   §E  I:Entl`ifug6   y   E1   §ol]Tenadante   Be   aDmEti6   a
[I'DmatDgraf`1a   En   paFiel,   dE5al'I`D11ado   En   fDI`ma   a§cEndentE.     La     tlI'a
§e   Eort6   en   §ectc]I'E§   de   0,5  [m   y   §E   c}ont61a   I`adiaBtividad  a§ociada
a   ello§   En   §olut:i6n   dE   cEntellEo  TENAP.     El   I:ontl.01   §e   EfEc:tu6     ct]n
Dtl`a  muEstl`a   pel`o   agl`EgandD   la   Enzima   al  mt]mEntB   dE   EalEntal'  al   E]a-
fio  mal'Ia  hirviEntE.
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m6s  at]Blc]ntE.     §E  EmplE6  el  MVA  I.adiactivo  con  el  fin  dE  facilitar

la  dgtel=gi6n   dEI  MVA-P  obtenido   En  la   §IntE!§i§.

La   §1ntE§i§  Enzimfitica   dEI  MVA-P  §e  realize  utilizando   en   E]u

pl.imera   Etapa   la   tat:nica   dE!§cl`ita   Fic]r  Levy   y  Pc]pjt]k   (19).     §e   int:u-

b6  a  300   En  un   volumEn  final   dE  500  ml   repal'tido§  en   dos  mE]tracE§  Er

lenmeye3r  con   250  ml   catla   uno:      DL-H3-MVA   5  mM,   ajustado   a   uno   activi
_-

dad  E2§peclfica  dE  0,03,   0,20   0  0,1  prE/Hmol;   ATP   (neutl`alizado     con

HOH)   5  mM;    2-mel`captoBtanc]1   10   mM;   MgB12   9   mM   y   quinaBa   meval6nica,

80  unidEide§,   en   tamp6n   fosfato   de   pc]ta§ic)   20  mM,   pH  7,4.     A   intErva-

log   §e   midi6   1a   convE!r§i6n   dE  MVA   a   MVA-P,   tomanclo   uno   EllI=uota      c]e

0,05  ml   y  Estimando   el  ADP  pl`oducido   pt]r  En§ayo   e§petrt]fc]tometl`ico,

utilizando  quina§a  pit.avica   y  de§hiclrogena§a  lactica  Bc]mo  gnzimaB  au
L=

xilial`E§.      A   1o§   60  minutc]§   hc}bla   un   90   %   c]E   [DnvEI`si6n   del   3R-MVA   a

3R-MVA-P.     L@   incub@ci6n   §E   prDlc}ng6   F}or   4   hc}ra§  manteniEndo   log  ma-

tI'Elces   taFiE]do§.     La   rEagci6n   se   dEtuvc]   calEntandc]   En   bafio  mal'Ia   hir-

viEnte  par  4  minutD§,   §e   E!nfl`i6   en   higlo   y  §E  Elimin6   1E  pl`otefna  prE

cipitada   c3entl`ifugando   15  minuto§  a   17.OD0   x  g   Bn   EI   I`Dtor  §5-34     de

la  EEntl`£fuga  §orvall.

4.     Purif'icaci6n  dEl  mevalc]nato-5-foBfato

El  ai81amientc]   del  productc],   MVA-P  lit]I`e   de  nuclE6tido§,   Sales

y   dEI  MVA  nci   utilizac!c]   prEBentEs  En   el  media   de   incubaci6n   depends   dE

lag   siguiEnteB  propiEdadEa   dE   lc}§  Ec]mpongnte§   dE  la  mEzcla:      1)   el

MVA-P  Es   Soluble   en  etanc]1   de  85  %,   F]ero   formo  una   §al   dE  bario   lige-

I`amente   solut]lg   En  agua   e   in§c]luble   En   Etanol   de  05  %;      2)     EI  MVA
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tambi6n  forma  uno  §@1   de  bario insoluble en  etanol,   pero  e§to  no  OCE

rl'e  con  la  lactma;     3)   el  MVA  puede  convel`tir§e  en  la  lactona  a  pH

ligEI`amentE   acidc]  calentando  al   vaB£D   D  bien  bajo  condic:ionEs   dE§hi
_

dratante§  a  baja  tempEratul'a  (1iofilizaci6n),   y  la  lat:tone  e§  I'ela-

tivamEntE   E§tablE   aan   a   pH  8,5   a   baja§   tE3mpel'atura§;      4)   ADP   v  ATF'

Son  muy  poco   §c]luble§   gn   Etanol   dE  85  %  v   su§   §ale§   de   bal`i.   Son  me
_

nc]§   solut]1E§   en   agua   que   la   sal   c]E   t]al.io   del  MVA-P.

E1   §obrenadantE  obtEnido   Began   §e   dEscl`ibg  En  el  acapitE   3,

§e  tl`an§firi6  a  balone§  dg  rondo  I`edondo   y  ge  liofiliz6  hasta  BequE

trad.     EI   I`Ei§iduo   E3Eco   §E   Bu§pendi6   en   agua   bidB§tilada   y   §e   aju§t6

El  pH  a   4,2  con  Hal   6N   (volumgn   final  3D-35  ml.).     §e  agl`Eg6   etEinol

E]b§c]luto   ha§ta   uno   cc]nc=entl`aci6n   final   de  85  %   y  §e   dej6   a   40   par   2

hal.a§.     El  abundantE  prEcipitadD   blanco   f.oI`mado   §e  centl`ifug6   a

7.700   x   g   dul`ante   10  minutc]§   (§oI`vall,   §§-34).     5e  apE]I`t6   El   §obl`Ena-
dante,   y  el   pl`E3cipitado   E!e  lav6   3  vecg§  con   etanol   de  85  %,   juntantlo

§e   log   §c]brEnadantB§   Ban   El   pl`imE!ro.      §e   evapol`6   El   etanc]l   Bn   Lin   Eva

pi]rador   I.otatol`io   a   SOD.      EI   I`esto   E]Euc]§o   (apl`ox.   30-40  ml)   §e  liofi
__

liza   ha§ta   §equgdad.     El   rE§iduo   §Eco   §e   §uspendi6   Bn   30  ml   dE  agua

de§tilada,   §e  aju§t6   E!l   pH  a  a,5  con   HOH   v  luego   se  agrggaron   10  ml

de  Ba[12   1  M     V     etanDl   abBoluto   hE§ta   uns   concE2ntl`aci6n   dg  85  %.   §g

dej6  repo§ar  a  4D  pop  2  hora§   y  §E  Eentl`ifug6  a   27.000   x  I  10  minu-

to§.      EI   F}I`Bcipii;ado   §e   lav6   dos   vECB§   con   etanol   dE  85°,   §E   §LI§pen-

di6   En   25  ml   c]e   Eigua   dE3§tilada   y   §e   aju§t6   el   pH  a   5,2  con  HBl.     EI

Ba+2  §e   Elimin6   agl`egando   10  ml   de  Na2§04   1   M   y   §e  Centl'ifug6  81  pl.eci

pitado   de  Ba§04.     E§te  flltimo   §e  lav6   2  veces  t:c]n  agua   de§tilada   juE

tandc]§e   1o§   lavE]do§   cc]n   El   §c]bl`Enadante.
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La  pul`ificaci6n  f inE]1   del  MVA-P  sE  Efectu6  pop  cl`omatc]grafl@
J

en  DEAE-cElulo§a  a   t]iEn   pop  Dc}uex-1-f.ormiato.

a)     [romatograf±a  en  DEAF  cElulo§a

EI   F]rocedimiEntD   §E   hlzo   de   ac}uE2rdo   al  mEtDdo   de   Dugan   y   col.

(25)   Flal`a  la   §epal'aci6n   dE  precul.§ol`E§   hidro§oluble§  dE   e§tel`oidE§.

§E  pl`epar6   una   columna   dE   3  x  25  cm   de   DEAE-celulo§a     Equilibl'Eida

Con   NH4HC03   0,2  M  pH  9,0.     La   columns   §e   lava   F}I`evio   a   la   aF]licaci6n

dE!   la  mueBtra   con   vE]I'ic]§   volamE!neg   de   ague   dE§ionizada.     La  muE§tl`a

t3ontEmiendo  MVA-P   §e   diluy6   a   1   1   con   el   objEto   dE2   bajal'   la   I:onducti

vidad   a   1,a  mmho,   §E   aju§t6   El   pH  a  a,1   can  NH40H   v  luego   §e   aplic6

a   la  cc)lumna   de   DEAE-I:Elulc]sa   a   un   flujo   de   115  ml/hor@.     La   gDlumna

§E   lavfi   suce§ivamentE   Eil  mismo   flujo   I:on   sc]1ucione§   de  NH4H[03   PH   9io

dE3   concEntraci6n   I:rgciente:    150  ml   1   mM;   500  ml   10  mM;    1.000   ml   20  mM;

1.000   ml   40   mM;   650   ml   60  mM;    400  ml   100  mM.

A  pal`tir   de   la   eluci6n  t=on  NH4HC03  4D  mM   §e  colEctal`on   fl'ac-

cionE§   de   17  ml.     §e  t=ont61a  I`adiactividdd   dE  alicuota§  de  0,1  ml

de  cads  fragi=i6n.     La  Fig.  4  mue§tra  el  I`e§ultado.     §6lo  Eluy6  radial

tividad  §ignificativa  dul.ants  la  aplit=aci6n  dE  la  mug§tra  y  El  lavado

con   NH4HE03   1   mM  y   dE§pu6§   en   la   E3luci6n   cDn   NH4ma3   40  mM.     Lo   primE

Ilo  corre§Fic]ndE  en  E§te   §i§tema  a  la  lactDha   del  acido  meval6nico     y

el   6cido  mEval6nit:o   mismc};   la   Eluci6n   t3on   NH4H[03   40  mM   C0I`re9Flontlg

al   MVA-P.

§E   t3ombinarc]n   lag  fl`act:ione§  col`respondientg§  al   H3-MVA-P.     §e

liofiliz6  a   §EquEdad  I.epetitlEi§  vEce§  pal'a  eliminar  el  NH4H[03   y  final

mente   §E   di§olvi6  el  m@tgl`ial  Dbtenido  en   10  ml   de  agua  bide8tllacla  y
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FracciQnes

Figura  4.     Purificaci6n  dEI  H3-mEvalonato-5-fo§fato  En  DEAE-celulo§a.

EI   H3-MVA-P   F]al`cialmente   pul'ifii=ado,   §e   agl.Eg6   En   f.ol'ma
de   gal   de  bal`io.a  una  columna   de  DEAE-celull]§a   de  3  x  25  c}m,   equili-

:::::::::2N:#::::H::::::::a:i:::i:::::t:::::::::::::::#!::::
gT6f ic:a  pl`e§Enta   lag  cpm  totale§  elulda§  [on  I:ada  con[entl`aci6n  de

#4::03:2):P:::::i::  !:  :#EE:;:  ¥.:::B::n4:0:MtE:)TL6:om#i(:2 'm:DE5?I
y  400  ml   100  mM   (6).     EI  MVA-P  carl.E§pt]ndE   al  matEI`ial   eluldo   [on
NH4H[D3   40   mM.
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gg  aju§t6  El  pH  a  7,0.    OcasionalmEntg  en  lugal`  de  lag  repetidas  lil

filizat=iones,   se  tr@t6  directamente  el  elufdc]   §elEccionado  dE  18  co-

1umna   dg   DEAF-.cElulosa  con   Douex-50-XB   Bn  f.c]rma  H+  papa   remover  io -

nes  amonio,   al  mi§m  tiemF]o  que  el  bical`bonato   se  libel`a  cclmo  C02.

De§pu6§  dE  aju§tar  el  pH  a  7,0  con  lfoH,   §E  liofiliz6  a   §Equedad  y  fi

nalmEnte   9e   §u§pendi6   En   @gua   bidE§tilada     r)are   §u  u§o.     EI  MVA-F]  §E

titul6  e§pectrofc]tom6tricamEnte  utilizandc]  un  ext:Ego  de  quina§a  fo§-

f.c]m=vEil6nica   y  midigndo   el  ADP  pl`odut:ida  poll  uno   allcuc]ta   del   Bu§tl`a-
to   cc]mo   §E   degt3I`ibe  mag   adelantE.

b)      [I`omEltoE}I`afla   en   Douex-1-f`oI`miato

AlternativamEnte   §e  emF]lE6  crc]matografla   gn  Douex-1XB   dE  a-

cuerdc]   Eon   Bloch   y   i=.c]1.   (1).

EI   Fiollmeri],   (malla   200-400,   forma  E1-)   §e  pl`gpal.6   §u§pEndi6n

dc}1o  primel`o   En  agua   de§ionizada,   dejando   decantal.   y  eliminando     el

1±quidc]   §obl`enadante  t3on   lag  par.tlculas  fina§,   procedimiE!nto   qua   §E

rEpiti6   varia§   vet:Es.      §e   §u§pEndi6   1uEgc]   en   20   voldmEnEs   de   NaoH   1   M

y  §E  lava  con  agua   de§ionizada  pc]r  dec}antaci6n  ha§ta  que  el  pH  fuera

igual   al   del   agua.     §e   §u§pEndi6   en   5  vc]lflmBnes   dE  HC00H   1  M,   1avan-

dc]  luego  nuEvamente  con  agua   de§ionizada   ha§ta  pH  CEI.cano  a   la  neu-

tl`alidad.     §e  pl`Epal`6   uns  columna   de   1   cm  de  di6metro   y  ge  carg6   Eon

El   intE3I`cambiadol`   i6nico   hEi§i;a   una   album   de   25   I:in.     La   c}01umna     sB

lav6   En  piEza   frla   exhau§tivamE3ntE  eon   aguEi   de§ic]nizada  ha§ta   qua  la

conductividad  dE  entrada  fuera  igual  a  la  de  salida.     §e  aplic6    1a

mue§tl`a  aju§tada   a  pH  4,0  con  HC00H.     §e  hizc)  pagar  un   gradients  dE

H20/H[00H  4  M,   150  ml   de  cads  uno   v  en§eguida   otm   gradiEntE   de   igual
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volumen   dE   HC00H   4  M/H[00H  4  M-fol'miato   de   amonio  0,4  M.      EI  IUIVA-P

BluvE   En  e§te   §istEma  Con  el   2B  gI`adiente.     §e  encontr6  una  pEque-

fia  cantidEid  de  radiEictividad  En  lag  fl'accic]ne§  eluidas  durante     la

aplicacifin   de  la  muE§tl.a,   gluyendc]   1a  mayc]I`  cantidad  de  Ella  con   81

2B   gradientE.     La  primElia  corl`e§pc]ndg   a  I`e§to§   de  acido  meval6nicc]

y   §u  laEtona,   rEmanE!nte§   dE! la pul'ifigaci6n   F]reliminal`;   1@   segunda

col`re§pc]nde   al  MVA-P.     §e  c3omt]inarcin   lag   fl`al:cionE§  cDrrE§pondien-

tE§  a  e§tE  dltimo   y  §e  liofiliz6  a   §Equedad  I`EPEtida§  vecE§  F]ara  i

liminar  el   formiato   de   amonin.     El   rE!§iduo   §Ecc]   §E   §uBPEndi6   en  un

pequEfic}   volumen   dB   agua   bide§tilada   y   §e   ajuE}t6   el   pH  a   7,5   cc}n   HOH.

La   §oluci6n   §E   guE]I`d6  a  -200  .a     uns   dEterminat=i6n   de  la  e§tabilidad

del   compuEBto   congeladc)   En   §oluci6n,   indica   qua   sE   hidroliza   EE3pc]n-

taneamEnte   En   cert3a   del   1   %  al   Babo   dE   3  mE§E§.

5.     IdEntifical=i6n   v  pul`eza   dE31  mevalonE]tc)-5-fc]§fato.

§e   utilizarDn   diverEiD§   I:ritEI`ic]§   pEira   idEntif.ic}al.   EI   MVA-P

y   eBtablecE!I.   §u   pul`eza:

a)     EI.omatogl`af`Sa   En   papE31   a   idEntificaci6n  mE!diEnte   c6mputo

dE   I`adiactividad®

La   t6c}nic:a   Fug   Similar  a   la   E!mFIleada  papa   el   en§ayo   de   la

quina§a  meval6nica   come   §E3   dEscl'ibe   En   la   §ECBi6n   2  b   de  M6tDdD§.

El   [I`omEtc]gI`ama   §E   dE§arl`0116   E!n   fol`ml   a§t=endente   I   de§cendentE3   du

rants   17  hora§  a   temperatura   ambientE   En  n-prc]panol;   amonlacc];   agua

(60:20:20).     Papa   Efectual`  El   c;6mputo   radiaEtivo,   El  papal   §8  I:ort6

en   trc]zo§   de  I,5  0   1   cm  a  pal`tir   dEI   Drigen,   y  lc]§  tl`c]zo§   §e  gontarc]n
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en  el  cc)ntador  de  centellEo  u§andc]  TENAP  o   soluci6n  Bray  cc}mo  can-

tellBdor.     En  la  primera§  EtaFias  dE  purificaci6n  E]e  Encontrarc)n  2

m6ximo§   dE   I.adiac3tivldacl,   uno   a§ociado  al  MVA  con  Rf  0,80-0,85   y

otro  corrE§F]ondientE  al  MVA-P  I:on  Rf  0,27-0,30   en  g1   de§arrc]1lo  aE

CendEnte   (25).     Cuando  se  cuantific6  la  cantidad  dE  H3"VA-P  forma
___I

dc],   §e   Encontr6   qilE   el   pc}rcEntajg   de   I:onvEI`si6n   de  MVA   a  MVA-P   era

bajo   y  val.i6   entre  un   10   y  un   56  %.     Dado   El   hecho   que  EI  H3-MVA  I

§ado  En  la  rEacci6n  dg  fo§forilac:i6n     E8tat]a  marcado  con  H3  en     la

po8i§i6n   dE   unc]   dE   log   hidr6genDs   unido§  al   t:E]rbonc}   dEl   grupo

-CH20H,   Be  pEn§6   que  podl`Ia  e§tar  ocul.riEndo  algdn   tipo  dE   inteI`-

c:ambic]   iscit6picc]   §ecundario   en  El   compue§to  fo§f.c]I.iladc]  qua  hiciB-

ra  diBminuir  la  cantidad  de  MVA-P  radiactivc].     Esto  §e  I:onfil'm6

po§tEpinrmente     al  E§tablE!cer  la  actividad  g§pecifica  del  H3-MVA-P

§intetizado,1@  cual  I.E§ult6   §er  del   5  al   10  %  dE  la  corl`e§pcindien

te   E]1   H3-MVA   utilizado   en   la   Blnte§i§®     §e   Eompl`ob6  quE   realmEntE

la   f.c]§forilat:i6n   EI`a  complEta  pal.a  el   i§5mero   3R-MVA  midigndci   e§-

pgctrofc]tom€tl`icEimente   el  ADF'  formadc]   en   la   I`Eacci6n   dE  fc]§f'oI'ila-

i:i6n  En  prg§Encia  de  quinasa  pirdvica   y  de§hidl`ogena§a  lactica.  En

vista   de  1o   antEI.ior,   el  @nsayc]  I'adic]crc}matogrff.ico   §E  u§6   861o  pE

I`a   fines  cualitativc]B.     La   Fig.   5  pl`E§Enta   el   c}omF]ortamientc}   I:pc]ma
_-

togl'6f.ico  obtEnidci   en  el   si§tema  §EFialado,   deBal.I'ollado  en  forma

dE§cendentE,   de   2-E44-MVA  inBubadD  con  quinasa  meval6nica   y   del  prE

ducto  de  e§ta  reacci6n   i.ncubadc]  a  §u  vez  cc]n  quina§a  fD§fc]meval6ni-

ca.     La   Fig.   5  A,   muE§tl`a   la   pc]§ici6n   del   2-[44-MVA   cc3n   un   F]f   de

0,78.     El  resultado  de  la  incubat:i6n  dgl  2-C44-WA  I:on  quina§a  me-

val6nica   se  muE§tra  en  la   Fig.   5  a.     En   B§tE  ca§c]   aF]arecEn   2  piBD§
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Figul`a  5.     Ensayo  cromatografico  de  log  pl`oductos  dE  I`eacci6n  de
la  quinasa  mEval6nica  y  quinasa  fo§fomeval6nica.

1  ml ,  una  in::§:::u::  :u3::§:u:::::6:i::I::ne:.:T4:#:in::§f::::§dE
log   factc]re§   requel`ido§.     §e   detuvc]   1a  I'Eacci6n   en  bafic}  maria  hiE
vientE,   §E  centrifug6  y  §E  aplic:6  0,1  ml  dgl  §obrenadante  a  una  ti
ra   de  papel   uhatman  NB   1,   de  4  cm   de  ancho.     Del   re§to   del   Bc}brena
dante   §E  tom6  0,6  ml   v  §e  incut]6  con  quinasa  fosfomeval6nica  mag  -
log   f`actol`E§   I`Equel.idD§,   En   un   volumen   dE   1   ml,   pl`oi=edi6ndo§e     En
forma  §imilal'  a  la  incubat:i6n  antEricil`.     Como  contl`01,   en  otra  ti-
I.a,   §g   aplic6   2-C14-MVA  no   incubado   con   Enzima.     Lc]§   cromatogramas
fuEI`on   dE§arl'ollado§  en   el   E3i§tEma  n-propanol;   Eimc]nfaco;   agua
(60:20:2C})   a   tenpEI`atul.a   ambignte   En   fol`ma   dE3§cendente.     §e   col`ta-
I.on   lag  tira§   dE  papal   v   §E  midi6  LEI  radiac:tivit]ad  de   log  tpozc]§en
§Dluci6n   tie   cEntellEci   TENAF'.

A.       2.Et4.WA
a.        2.Ct4.MVA     +     quinasa  meval6nica

I.        2.[44.MVA     +     quina§a  mEval6nica     +     quina§a  f`09-
fomEval6niBa

25





de   I.E}diactividad,   uno  corE§pondiente  al   2-E44-MVA  qua  no   rEE]ccio-

n6  y  el  otl`o  a§ociado  al  pmducto  dg  la  I.eacci6n,   e|  2-C44.MVA.P

con  un  Rf  dB  0,45.     La  incubaci6n  con  quinasa  f`osfomeval6niBa   del

media   En  quE   §e  pl`odujc]  la  I'Eacc3i6n  anteric]r   §E  pre§enta   en  la  Fig.

5  I.     PuEdg,   en   E!§tg   dltimc]   Ga§c],   aprEciE]I'§e   la  pl`esEncia   dE   3  pi-

CO§   de  radiactividad:     lD§  col.re§pondienteB  a|   2_E44.MVA   y   2.E44.

MVA-P  con   Rf§   dE  0,83   y  0,42  re§pectivamentg,   adem6s   del   col`I'e§pc]E

diEntE  al   2-Cf4-MVA-PP  con   un  Rf  menor   de  0,23.     En   EstE   §i§tema,

el  MVA,   meno§   polar,   pl`E§enta   la  m@vol`  migraci6n   y  el   WA-PF',   m6§

Flc]lar,   pre§enta  la  menor  migraBi6n   (25).

b)     BIic]matograff a   En   papEI   E   identificaci6n   F}or   I`evEladc)   pal`a

fc]sfBto§  oI.g6nico§.

En   e§te   ca§c],   lag   til'E]§   de   papE1   §g   pEVE!lal.on   de   ac:uerdo   a

la   t6cnica   de§cI`ita   PDI.   F]D§enbEI`g   (26).     De§puE§   Eel   de§al`I`01lo   y

una   Vgz   §eco§   1c}§   paF]E3lE§i§E   §umErgierc]n   En   el   I`eactivo   mc]libdatc),

que   cc]ntiEnE  molibdatD   dE  amc]nio   6cidc]    En  acEtc]na,   §e   dejal'c]n   E]l   ai

re   y   luegc]   §e   tl.atal'on   con   E!1   rEactivc]   I`eductol`  qua   contiene   I;1c)I`u-

ro   dE   vanadilo   en   acetc]na.     AI   E3voporal'§g   eE}ta   dltima,   log   fc]§fatD§

organicc]§   aparecEn   coma  mancha§  azulEs   §cibrE!   fondc]   blanc:a.     §E     En-

contl'6  uno  perfeBta  eol`reBpondencia  EntrE2  la   zona  I`adiactiva  asignE

da  al  MVA-P   y  la   po§ici6n   de   la  manc:ha   azul,   cuando   §E   I`Evel6     E1

cltomatogrEima   §egdn  e§ta  t€cnica.

a)     Eromatc]grafia   en  Dc]uex-1-f`ol`miato.

EI  Douex-1-fc]rmiato  §e  utiliz6  tantD  papa  la  pul`ificaci6n

del  MVA-P   oomo   pal'a   §u   idE!ntifiBEici6n.     Este   §i§tema   cromatcigl.afic:c]
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pl`e§enta   F]atrc]ne§   de   eluc}i6n   c3al`ac}teriBtict]a  pal`a   lc]§   difErEnte§

precursores  soluble§  dE  e§tel.Bides  y  ha  §idci  utilizado  poll  difel.en
_

teEi   autc]I`E§   (1,   25,18,   27).     En   la   Fig.   6   se  mue§tl`a   el   pel'f`il

cl.omatogllfifiBc]     fi'`tEnidD   cuandD   §e   pa§6   EI  MVA-P   purificado   En   DEAE-

cElulc]§a   a   trav€§   de   una  c3c]1umna   DowEx-1-fcirmiatc]   dE   1   x   25   cm   §8-

gdn   la  mEtodc]1ogla   explicada   En   la   §E3cci6n  A   4.     Otro§  pl'ecur§oI`ea

§Dluble§   dE   EstE3I`c]idE§   tales   c3Dmc]  mE3vcilc)natc]-pirofo§fatD   c]   i§open-

tenilpil`ofoBfato   det]En  eluil'  con  un   tEmc3r  gradients   de  H[00H  4  M-

fol`miato   dE   amonic]   0,4  M/HE0t]H  4  M-fol`miato   dE   amonic]   0,0  M.     Pue-

de  apl`ecial`§e  en   el   gI`aficc]   la  au§Encia  total   dE  otl.os  t=ompue§to§

en   la   zc]na   cc]I`Iie§pondiEntE2   a   e§tE!   altimo   gI`adiEnte.      El  maximo   de

radia[tividad  cc]rTE§ponc]e  a  la  po§ic}i6n   de§cl`ita  pal'a   el  MVA-P.

d)      Anali§iE3   dEl   c:ontenidc]   de   f6§f.Dro.

§e   dEtEI'min6   g1   contEnidc]   de   F'   del  MVA-P  §intetizado,   §Egan

King   (28).     §E   ant:ontl`6   unaB8tBquiometr±a  gxacta   de   1  mc]1   dE!  P/mol

de   MVA-P,   tituladc]   enzimatit:amE3nte   poI`  mGtc]do   e§pectl.ofc]tc]m€tTiBc].

E§tE  anali§i§  pDr  una  pal`te,y  pc]r  otl`a  la  nc]   Exi§tencia   dE   fc]sfatD

at:idcl-labil,   col`n'jbol`an  la  identidad  del  pl.oducto  coma  MVA-P.

e)     Anali§iB   dE!  nucle6tidc]§  cc]ntaminante§.

El   an6li§i§  pal`a  ATP   y  ADF'   §E   efEctu6   dur@ntE   lag   difEI`en-

tg§  etapa§   dE3  purificaci6n   dgl   §u§tl`atc]   poll   2  m6todos:

1)     Ob§Ervaci6n  de  fluc]I'E§cent:ia  bajo  luz  ultpavic]lEta.     En     lag

pl`imel`as  etapa§   de  purif.ic:aci6n   §e  ob§Erv6  una  mancha  f`luore§gen-

tE  con  Fir  0,10-0,22  en   El   §i§tema  n-pl`opanol;   amonlaco;   agua,   de-

§arl'c]11adc]   en  forma   a§gBndEnte   qua   pl.c]bablenentg  Borre§pDnde  al

28



0                     300                   600                   900

I-' -I-2 -1<-.-3 -I
Volumen  de  elucidn  (ml)

Figul.a  6.     [I.omatograf.Ia  del  H3-mevalonato-5-fo§fato  en  Douex-1-for
miEltD ,                                                                                                                                     _

E|   H3-MVA-P   pu|.if.it=ado .en   DEAF-I:elulosa   coma   §e   deE}Bribe
en   el   texto,   E!e   Eiplil=6   a   una   columna   dE   DouEx-1-i'I]rmiato   de   25   x   1
cm.     §e  hizo  pa§ar  300  ml   dE  cada  uno   dE   11]§  §iguientE§  gradiente§
a  un  f.lujo  de  90  ml/hi]ra,
do   f6I.micci   4  M   (1),   acido :::::::n:D;;a::::[:::::e:E4`#.I:im:2::a:i
amt]nio   I,4  M   (2)   y     acido   f6I`mi[o   4  M-for.miato   de  amonio   0,4  M/aci-
do  f6I'mico   4  M-formiato  de  amonio  t],a  M   (3).     §e  cont6  la  radiacti-
vidad   En   allcuc]ta§   dE!   0,1   ml   En   §01ut=i6n   dE   t=EntE11eo   TENAP.
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ATP.     E§ta  mancha  fue  E]dn  detE!ctable  en  g1  sobrenadante  de  sulfa-

to   de  bario  pel`c]  dE§apal.eci6   despuf a  dE  la  pul`ificaci6n  del  MVA-F

pc]I.   DEAE_cE!lulc]§a.

2)     En§ayo   E}spectrc]fotcimEtl.icc].     EI   ADP  §e  titul6  midit3ndo   la   oxi

daci6n   del  NADH  a   340  nm  en  un  medio  qug  contEnla   En  un   volumen  fi

nal   dE   1   ml:      fosfato   H   100   mM   pH   7,5;   NADH   0,24  mM;   PEP   25  mM;    2-

mercaptoet;anal   10  mM;   Mgc12   5  mM;   "   y  LDH  a   unidade§   de  cada   una.

Despu6§  de  I`ggi§tl`ar  la  lined  base   §e  inici6  1a  I`eacci6n  agl`egandn

0,05  ml   dE   la   §01uc:i6n   conteniEndo   ADP.      EI   En§ayc]   cc]I`rESF]ondiEnte

pal`a   ATP   contenia   en   Lln   volumen   de   1   ml:      fc]§fatc]   dE   H   pH   7,5100

mM;    NADH   0,24   mM;    2-mercaptoEtant]1    10   mM;    PEP   2,5  mM;   Mgt:12   5   mM;

PH   y  LDH  a   unidadE§   dE3   cads   uns;   MVA   3  mM;   quinasa  meval6niea   50

mu.     A  D,95  ml   dE   la  mez[la  cc]nteniEndo   lc)§   rEactivc]§   sEfialado§,5e

agreg6  0,50  ml   dE  la   §c]luci6n   donde  §E  queria  detgl`minar  la  pre§En

cia   de   ATP.      El   pl`Dducto   F]urif.ic:ado   nc]   pl`E§ent6   ATP  ni   ADP  medido§

pop  lc]§  m€todo§  e§pectl.ofotc]m€tl'ico§  dE§crito§.

f )      An6li§i§   dE   fc}idc]  mEval6nit3c]

§e   determin6   §i  la  pl`eparaci6n  pul`if icada  dg  MVA-F'  contenla

MVA   detectable  utilizando  el   en§ayo   E=§pectl`ofotometriec]  pare  quin£

sa  mgval6nica   descl`ito   gn   la   §Ec:c}i6n   A-2  a)   dg  Metodc]§.     No   §e   en-

contl`6   contaminaci6n   de  MVA  en  el   prc]dut=to  purificadc].

6.     Medic;i6n   de   lEI  conc:Entl`aci6n   de  mevalonato-5-fo§fElto.

§E   titul6   1a  cc]nt:entl.aci6n   de  MVA-P  utilizando   EI   Bn§Elyc]   pE

I'a  quina§a  fD§fomeval6nica  qua  §edea€ribe    en  la  secei6n  a  cle
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M6todc]§.     La   I'Eacci6n   de   fo§fc]rilai=i6n   del   MVA-F'   a   MVA-PP   E§   I.E!-

versible,   pero  en  pre§encia  dE  PEP  y  Fl{  §e  deBplaza  totalmgnte  hE

cia   la   formaci6n   ds   MVA-PP  a  mEdida  quE   el  ADP  fol`mEldo   en   la   I`gac

ci6n   e§  I`EfoBfc]I'ilado  a  ATP   (2).     El  medic]   de  rEBcci6n  contenla  en

un   volumEn   dE   0,99   ml:      NADH   0,24   mM;   ATP   2,5   ,M;    PEP   2,5  mM;   fb§-

f`ato   de   H   pH   7,5   100  mM;    2+nEI'captc]etanc]1   10  mM;   l]H   y   LDH   8   unida-

dE§   de   cads   una;   quina§a   fc]§f.c]mEval6nica,   100  mLJ.     De§pug§   dE   re-

gi§tl'al'  la  lines  base  en  un  e§Figctrofc]t6mEtrcl  Eary   118E  §e  agl`eg6

el  MVA-P  en   un   vc]lumEn   dE  0,01  ml   y   §E   dgj6   quE  la   reacci6n   llEgE

ra  a   §u  t6rmino.     §E   rE§t61a   pequBfia  Bafda   de   al]§oI`E]ancia   pI`c]duci

da  pc]I.  la  diluci6n  al  agregal`   E31  MVA-P  prepapando   una  cubBta   §imi-

lal'   y  a   la   quE   §e   agl`eg6   I,t]1   ml   dg   agua   E!n   lugar   dEI  MVA-P.      DE

la   val'iaEi6n   de   ab§oI`bant:ia   a   340  nm,   1a   t3ual   E§  pl`oF]c]rcic]nal   a   la

cantidad   de  ADP  pl.c]du[idD,   §e   e§tim6   la   I:onc:entl`aci6n   de  MVA-P.

a.     En§ayc]   e§pectl`c]fc]tom6tl`ic}o   dE  la  ai:tivided   de  la   quinaE!a

fc]§fc]meval6niBa ,

El  m€tc]do  con§i§te  en  mgdir  el  ADP  generado  em  la  I.eacci6n

en   un   si§tema   acc]plado   a  la   oxidEil=i6n   del  NADH.     E§te   Ensayo   pl'c]-

puE§to   inicialmente  poll  Tghen   (29),   ha   §ido   u§ado   poll   divE!rE3o§  au

torE§  Flara   EI   En§ayc]   de  la  quina§a  mEval6nica   y  quinasa   fc]sfomeva
_

16nica  de  diveI'§a§  fuenteg,   y  §e  ba§a  En   al  acoplamiento  dg  3  rB-

aBiones   (en   quE   X   =  MVA   a   MVA-F'):

1)       X       +ATP      -ii--ii  ....  >         X-P+ADP

2)      PEP+ADP                     F],H            I     PiTuvato+ATP

3)      Piruvato   +   NADl1   +   H+     -i--i--LP-H ----- >       Lactato   +   WAD+

§una:       X   +   PEP   +   NADH   +   H+      i     I  I  H.     I        I   i>  X-P   +   LactEito   +   NAD+
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El   re§ultado  E§  la  oxidaci6n  dB  NADH  a  una  velocidad  igual

a  la  formagi6n   de  ADP,   §iempl`e  qLie  la  reacci6n     1)   sea  la  limitan

tE   dE   velocidad.     La   desaparici6n   c]el   NADH  §E   E!igui6   a   300   y  340

nm  en   un   espectl`ofc]t6mEtro  I:@ry   118  a  o   En  Varian  Techtl'on   635,   aE

bc]§  pl'ovi§to§  cle  regi§tl.adol`,   utilizando  cubeta§  de   1  ml   dE  volu-

men   y   1   Em   dE   paE}D   6F]tico.

La  mezt3la  dE  rEac:ci6n   contEnla   en   un   volumen   final   dE3   1   ml:

fo§fato   de   pc)ta§io   pH   7,5,   100  mM;   2-merc3aptoetanol   100  mM;   NADH

0,24   mM;   ATP   2,5mM;    PEP   2,5   mM;   Mgc12   5  mM,    in   y  LDH   a   unidadd§

de  I:ada   una.     A  0,975  ml   dE  la  mezcla  de  I`Eacci6n  mantenida   a   300

sE  agregaba  0,01  ml   de  la   §c]1uci6n   de  quina§a  fo§fomeval6nica.   DEB
__I

puE§   de  I`egiBtl`ar  la  1£nEa  base  pop  2-3  minuto§   §E  agl.egaba  0,015

ml   de  MVA-P   50  mM   (0,75  Hmc]1g§)   I:on   1o   cual   §E   iniciaba   la   I`eacci6n.

La   velocidad   dE   con§umo   de   NADH,   pl`oFIOI`t=ional   a   la   pTc}duc-

gi6n   dE  ADP,   §e  calcul6   dE  la   pgndiente   dEl   tl`azadc]   den§itomEtl'icc]

y  del  t=Deficiente  de  Extinci6n  milimolal`  6,22  dEI  NADH   (30).

IJna  unidad  de  aBtivldad  Enzimatica  §e  define  €omo  la  I:anti-

dad  dE   enzima   quE  fo§fc]rila   un  micl`omol   de  MVA-P  pal.  minuto   a   300,

en   lag  condicionE§  de   En§avD   dE§cl'ita§.     La  actividad  e§peeffica   dE3

una   pl`epal`aci6n   dE   quina§a   fosf`omeval6nii=a   §E   define   comc]   el   name-

I'D   dE   unidadEs  pop  mg   de   protEfna.

Lc]§   raactivo§   §e   prepal`arDn   dB  la   siguiEntE  manel`a:   el  ATP

se  neutl.aliz6  ccln  I{OH  ha§ta  F]H  7,5.     La  gal  triciclohexilamina  del

PEP   §E  u§6   Sin  aju§tar  pH,   1a   gal  monocic:lc]hgxilamina   §e  aju§t6   a

pH   7,5   .on   HOH.      Lag   Enzima§   Eiuxilial`e§   F]K   y  LDH   §E   mEzclaI.on   de

tal  mc}do   quE   3 Hl   de  la  mezc3la   tuviel'an  E}   unidadE§   dE  cac]a   gnzima.
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EI  NADH  y  el   2-mercaptoEtanol   se  prepal.al.on   f`I'e§cos  cads   vez.     Log

tampc]neB   y  lag   enzima§   §e   guardal.on   a   40;   E2l   re§to   de   lag   §oluciD-

ne§   a   -20C].

EI   En§ayc]   espEc3tl`ofc]tDm6I.tico   §8   EfE[tu6   giEmprE   en   contli -

Cione§  tales  quE  la  actividad  de  la§  Enzimas  auxilial'e§  no  f`uel'a  li

mitante   dE   vElc]t=idad  bajc]  ninguna   cc]ndic}i6n   u§ada.     [uandD   §e   in-

trodujo   un   cambic],   §e   F]mb6   guidado§amEnte   g1   cc}mpDI.tamientc)   dE   E-

|1a§.

En   pl`Epal`acionE§  muy   [ruda§   §g   agreg6   Nap   10  mM  a   la  mezcla

dE  I`eact:i6n,   a  fin   dE  inhibiT  f.o§fata§a§  muy  activa§  prE§ente§     en

tales   extl`acto§,   y  evital.  a§±   1a   de§truct=i6n   del  NADH.     EBte   En§a-

yo   e§   dtil   entrE   pH     5,1   y  8,5.     Bajo   pH   5   EI   NADH   §E   deBbruyg   I`a-

pidamEntE   (31).     La   pTinc:ipal   vEntaja   dE   u§al`   E§te  metodo   de   en§a-

yo   e3n   extrac:tog  crudo§   e§   §u   rapidgz,   E§E!ncial   cuandc)   §E  trabaja

en  la  pul`ifit:aci6n   de  uno  enzima.     Sin  embargo,log  I`e§ultado§  dE-

bEn   interpl`Etar§E   Con   cautEla   pDI`  I;uanto   la  pl.e§Encia   dE   dE§carbc]-

xila§a   pirofogfDmEVE}16nica   en   Fil`Epal`acione§   de   quina§a   fo§f`omeval6

niEa   det]el`Ia   dal`  I`eBultadc]§  al`tif icialmente  EIEv@do§  pal`a  la   quinE

§a,   ya   que   Esta   dltima   tambi6n   I`Equiel`e   dB   ATF].     EI   En§ayo,   no   c]b§

tante,   no   §e  invalida  §i   §61o   §e  midEn  vElc]cidadE§  iniciale§.     Pc]r

otra  pal'te,   §i   otros  I:omponEntE§   del   §i§tEma   dE  En§ayc]   e§tan  prE-

§ente§   En   Exc}EBc],   el   m€tDdo   §E   piiedE2   u§ap   papa   El   anfili§i§   cuanti-

tativo   del   Al)P,   ATP,   MVA   I   MVA-P.      Pal`a   EI   ADP   ba§ta   con   PH   y  LDH.

Pal`a   el   ATP   y  MVA   puEdE   Li§ar§e   quina§a   meval6nica,   adEma§   de   Ft{   v

LOH.      En   EI   F]rimer   ca§o,   el   media   dE   I`EEict:ifin   cDntiE!ne   MVA   y   la   re

acEi6n   §e   inicia   E}gI'Egando   el   ATP;   en   El   §Egundc],   El   mE!diD   cDntiene
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ATP  y  la   reacEi6n   §E  iniBia  agregando   EI  MVA.     Papa   EI   Elnalisi§

del   MVA-P   se   E!mFilEa   quina§a   fc]sfDmEval6nica   junto   con   in  y  LDH.

Esto§  metodo§   §e   empleE]I'Dn  pal`a   detETminar  la  pl`E3§encia   de   e§tas

su§tancia§   en   la  preF}araci6n   y  purifit=ac:i6n   EEL  MVA-P.

C.     DEtEI.minaci6n   de  pl`c]telna§.

La  concentl`Eici6n   dE  pl`otElna§   §e   determin6  pop  lc]B   §iguieE

tea  metDdo§:

a)     M6todc]   dE  biul`et   (32)   En   la   e§timaci6n   del   contEnido   dE3

F]rotEina§  de  extracto§  I:rudo§  y  fl'accionE§  pl'ec:ipitadas  I:on   §ulfa

to   dE   amonio,

b)     Ab8c]I`bancia  a  200  nm   sE  utiliz6  en  El  anali§i§   rEhativo

de   eluldc]§   dE!   columnas   dE   DEAE-cElulo§a,   Bio-EEL   P-150   E3   hidl`oxil

apatita.

1=)     Mic;I.om6todo,   aplicat]1e   a  mue§tl.a§   con   bajo   cc]ntenidD   dc3

prc]tEinas  y  qug  contienEn  matel`ialgs  qua  interfieren  Ban  El  meto-

do   de  Lc]ul`y  [la§it=o,   talB9  coma   gliceI.ol,   Tri§  c]   2-mercaptoetanol.

El  m6todc],   pl`opue§to   poll  BEn§adoun   y  uein§tEin   (33),   c3on§i§te   en

agl'egar  a   la   soluci6n   dE  pl`Dtelna§  en   un   volumEn   de   3  ml,   0,D25  ml

dE   deoxicolatc]   de   §odic)   al   2  %.     §g   agita   vigc)I`c]§amentE   y   se   deja

gn   rgposo   pop   15  minuto§.      §c3     agl`ega   1   ml   dE   TEA   al   24  %,    §E!   mEz

cia   y  §e  centl'ifuga  a   3.30C}  x  g   dupante   30  minuto§.     El   sot]I.ena-

dante   se  §epara  pc)I  succi6n   y  el  pl`Ecipitado   §g  tl`ata  dE  for.rna   §i

milar   al  m6tc]dc]   de  Lc]ul`y  convE"3ic]nal   (34),   agrEgando   1,5  ml   dE3l

I`Eactivo  Loul`y  I   y  agitando   vigDpo§amEntB.     §g   agrega   luegc]   0,15

ml   del   rEE]ctivo   de   Fc]lin-[ioBaltEau   y  dE§pu€§   dE  45  minuto§   en  la
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obBcurldad,   §e  leen  lag  abgorbancia8  a  660  nm.     EstE  mEtodo  sE  apli

c6  introduciendo  la  modificac}i6n   de  agl.egar  0,1  ml   de  NaoH   1  M  an-

te§   d8l   reactivo   de  Lc]ury  I,   poll  I=uanto   quE!daba   un   pgquEfic]   I`EmanEn-

te   de  TCA   de§pu6§   dE   a§pil.all   6§tg   pop   §ucc}i6n   quE   EI`a  "2ce§ario   neu

tl,alizar,

En   Este  tI`abajo   §e   utilizal`c]n   tubc]s   de   centl`if`uga   t=6nit3oE},

log  Buales  permitiEI`on  vi§ualizar  mejc3r  El   e§ca§o   pTEc:ipitado   En   el

rondo  dEl   tubD.     Lag  pequefia§  tl'aza§  de  pl`ecipitado  adhel`ido   a     lag

F]al.Edes  no   con§titLlyEI.on   rie§gc]   de   aEI`   §uccic]nada§,   al   tlejal`   el   pe-

quefio   I`emanEntE   dE   Tt:A   ya   cc]mEntEltlt],   y   qua   fug   neutl'alizac]o        con

NaoH.     El  m6tDdc]   rEBult6  muy   I`gproduc:idle   y  FIEI`mitE   detectal.     ha§ta

1-2  Hg  de  pl'oteina  pop  tuba.     La  Fig.   7  muE§tra  una  curva  de  cali-

bl`aci6n   I)btenida   con   @lt]dmina   de   §uEI`o   de   bovinc]   (B§A)®

D.     MEdit=i6n   de   I`adiactividad.

LaE!  mEdigione§   []E   I`adiactividad   §g   E2fectual`Dn   en   iin   cc]nta-

dor  dg  centEllED   liquidD  Nuclear.  [hicagc],   modelo  Mal`k   11.     §e  uti-

1izal`on   fl`asco§   de  c6mputo   c]e   20  ml   de   capa[idad,   con   10  ml   de  li-

quido   de  centEllc:ij.     E§te   altimc]   fug   ya   §Ea   §01uci5n   Bray   (naft@lE

nD   60   g;   PPO   4   g;   F]OPOP  0,2  g;   metanc]1   100  ml;   etilEnglicol   20  ml;

p-dioxano   ha§ta   completar   11),   a   bign  TENAP   (naftalEnc]  80   g;   F'Pt]

4  g;   etancll  ab§olutc}   40fl  ml;   toluEno   ha§ta  completal`   11).     Log  e-

lufdos   radiactivc]§   de  columnas  de   laE3   pl`eparE]cic]ne§   dB  MVA-P  fue-

ron   L;uiit;arln§   riil`nt:tnmente   de   e§ta§   §Dluciones,agl.egandD   0,1-0,2  ml

a  cads  fraE]co   de  c6mputc].     En  log  en§ayt]§  radiocl`omatografiBo§  §g   in

trodujc!rondEntl`o   dE   ID§   fl`aE3cc]§   dE   c6mputo   lDE3   tTc]zo§        de   papE1

35



025

!
c®>®   0 , 1 5
®i

a,05

0
0                10              20               30

Ag   BSA

Figul`a   7.     [ul`v.a   §tandal`d  par.a  pl`otelna§  Empleando   El  micrometodo
de  Loul`y  modifi[adc].     .

Se   utiliz6   I:omc]   Fiatl.6n   una   §01uc}i6n   dE   albamina   de   Buel.a
dE  t]ovim   (B§A).     Log   detalle§   EXFiErimEntale§   §E   dE§criben   En   El
tExtD®
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cc]rtac!09  del   cliDmatograma,   cuidando  quE  quedal'an  tot@lmente   sumer
L=

gido§.

E.     PrEpal`aci6n  de  materialEs  papa  cromatogl.afia.

Se  dgscribg  la  preparaci6n   v  manipulaci6n  dg  log  F]ollmel.c}§

utilizado§  en  la  Flul.if'icaci`6n   y  E§tudio   dE  la  quina§E]  fo§fomeval6

nica.     Todas  lag  §epal.ac:iDne§  cromatografica§  fueron  Ef.Ectuada§  a

40.     Log  polfmero§,   cuando  no   e§taban   en   usc],   §E  mantuviEron   gn  a

zida   cle   BDdic]   al   0,02  %.

1.     DEAE-celulo§a.

E§tE3  material   §E2   pro€E3§6   dE   aeueI'do   a   lag   in§tru€CionE§   PIE

pol`cion@das   pop  lLlhatman   (35).     El   intel`Eambiador   §e   prEpal'6   §u§F]eE

diEndolci   En   10-20   vc]ldmEne§   dE!   E]guEi,   §e   agit6   §uavemEnte,    §e   dej6

dec}antar  y  §E  Elimin6  el  lfquidc]  §c]brenadante  conteniendo  lag  pal`-

tfcula§  f.ina§.     EBte  pl`ocedimiento  se  repitifi  2  veEe§.     §e  tl`at6

luegc]   con   15  vol.   de  H[10,5  N   durantE   30  minuto§,   §E   filtl`6   gn   Em

budo  BticlinEI.  a   trav€§   dE  paFIgl   uhatman  NB   1   y   §e   lava   con   ba§tantE

agua   de§ic]nizada   ha§ta  pH  5-6.     §e   su§pendi6   luego   en   15  volamEne§

de  NaoH  0,5  N  agitandc]   dul`antE   otl.c]§  3D  minuto§.     §e   f.iltr6   y  §e   la

v6  cc]n   abundantg  agua   dE§ionizac]a   ha§ta   que   El   pH   del   f.iltl`ado     §E!

acErcEil.a   a   la  neutl`alidad.     El   intEI'c3ambiadc]r  §e  §u§pendi6   En  tam-

p6n   fo§fato   de   H   50  mM   pH  7,5,   Be   agit6   §uavemente   y   BE   I`Eaju§t6   EI

PH   dE  la  mezcla   con  HH2P04.     §E  filtr6   y  §e   5u§pendi6   en   el   tamp6n

dE  partida,   fo§fato   de  H   10  mM  pH   7,5   de  modo   qua   El   volumgn   total

fuera   aF]I.DximadamEntE   del   dBble   dEl volumBn dBcantado.     Con   e§ta   sue

pEnBi6n   §E  cal`g6   la   cc)1umna.     SB   utilizaron   cDlumna§   tie   vidrio   .
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F]rovi§ta§  de  crit)a  del  mi§mo  matel'ial.     Antes  de  cal`gal`  la  columns

§E  coloc6   una  i=apa   dE  pel`1a§   dE  vidI`io  sobre  la   criba.     EI   Empaque

de  lag  columna§  §e  hizo  bajo  pl`e§i6n  hidro§tatica  cuidando  quE  dgE

de  El  momEnto  de  agl`egar  la  §u§pen§i6n  haata  tenel'  la  ct]lumna  empE

c:adE],   lag  oFiEI`acii]ne§   §e  hicieran  1o  mag  rapido  po§ible  a   fin  de  a
__

vital`   c3ol.I`iente§   de   convegci6n.     uns   vez   Empac}adEi   la   columna   se  co

loc6   §obl'e  la   §uFierfi[ie  dEl  intEI`cambiadol'  un  c±i§co   de  papal  What

man  NE!   1   t3on  perfol`acionE§  hecha§  cl]n  un  Eilfiler  a  fin   de   evital`

la  alteraci6n  dE  la  §uperficie  en  lag  manipulaciong§  po§tel`iore§.

§obre   e§ta   dltima   se   dEj6   Lina   I:apa   dE   2-3  cm   dE   IIquidt]®     La   colum=
na   sE  tat)6   con   un   tap6n   de  gama   F]rovi§to   dE   una   extE!n§i6n   hecha

con  una  pipeta  Pa§tEul`,   1a  cual   §E!   dEj6   §umgrgida   En   la  §Dluci6n

tamp6n .

La   columna   §c3   Bigui6   1avandc]   ci]n   el   tamp6n   dE  Fial`tida   ha§ta

qlJe  el  FIH   y  la  conductividad  fuel`an  igualgs  a  la  gntl`ada   y  §alidE].

El  intert=ambiador  §e  I.egenEr6   tratandolo  cc]n  Nacl   1  M,   agi-

tandci   E}uavemente   durantE   1   hal.a   E3n   la   cual   §e   dE§pl`ende   la   mayol`

pal`te   dEl  matEI'ial  proteico  adhel'ido   v  §iguiendo  luego  ccin  g1  pl'O-

i=edimientc]  de§crito  papa  el  tl'atamiento  del  matel'ial  nuevo.

2.     Bil]-Gel   P-150.

EI  F]ollmel'o   §E  prepar6   de  at:uerdo  a  lag  in§truccione§   de  Bio

Rad  Lal]oI`atorie§   (36).     El  matel.ial  hidl.at6  En  iin  matraz  dE  Hita§a-

to,   §u§pendi€ndc]1o   en   fo§fatc}   clE   pota§io   10  mM,   pH   7,5  con   agitac}i6n

§uavB,   y   §e   dej61uEgo   en   I`Epo§o  poll  val'ia§   hord§  a   tEmpEI`atul`a   am-

t]iEntE.      §E   decant6   E1   §obl.EnE]dante   y   §e   §u§pEndi6   en   tamF]6n   f.I'EB-

co   de  modt]   de   tenEr  una   §u§pEn§i6n   dondE  el   volumen   dE   tamp6n   f.ue-

I`a  aproximadamE!nte  igual   al   volumen   del  matel`ial     dec:antE]do.     §E
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de§aire6   a§pil`ando   I:on   una  bc]mba   de   vaclD.     A   una  columna   Phal.rna-

cia   dE   5  a   10   cm   F}I`ovista   dE   dos   adaptadc]rE§,   §e   agl`eg6   tamp6n   fc]s
_

f.atc],   aproximadamente   un   20  %  dEl   volumen   dE   la   columna   y  luego   §e

E]gI`eg6   §uavemente   la   E]u§pEn§i6n  agitada   de  la  re§ina.     Buando   hubo

decantado   2-5  cm  de  gel,   §g  at}I`i6  la  §alida,   cuidando   de  no  exce-

der  la  pl'e§i6n  hiclroBt6tica  rEcomendada  pol`  el  fabricante.     Euan-

do   flue  nEce§al`io,   §E  agregal.on  pDrcione§  adicionalE§   dEl   pDIImEm

ante§   que   hubiel'a   dEcantadc]   la  F]orBi6n   antEI'iol'.     UnE]   vEz  quE     la

cc)lumno   e§tuvD   E3mF]aeada   (75   cm   dE   altura)   §E   in§tal6   En   piEza   f`I`1a

a  40,   §E  aju§t6   el   adaptador   Superior,   y  §e  hizo  Fiasar  tamF}6n  con

la   Eiyuda   de  una  tiDmba   peri§taltica   durantE!   24  hol`a§  a  un  flujc]   dE

25  ml/hora,1i9eramEntE   SUF)E3I'ic]r   al   qua   §e   iba   a   u§al`   pastel.ic]I`-

mEntE   en   la   §Epal'aci6n   cromatc]gI`afiBa.      El   adEiF]tadc]I`   §upel`ior   §E

I`Eaju§t6   Bade   vez  que   el  nivel   del   pol±mel`o   fug  bajando.     IJna   vez

que   §e   e§tE]biliz6   El   nivEl   suF}el.ioT  a   una   altul`a   de   75-80   cm,   §E

invil'ti6   el  flujo  a  la  mi§ma   vElocidE]d  ha§ta  quE  pasal`a  al  mEnog

un   volumEn   dE!  I:alumna.     La  aplicat:i6n   de  la  mug§tl'a   y  la  eluci6n

po§tel`ior   se   hizc]   con   un  flujo   invEI`tidD   dE!   20  ml/hora   u§ando   tan

p6n   fo§fato   de   Fic]ta§io   10  mM   pH   7,5   cam   eluyentE.     La   I;c]lumna   §E3

u§6   rEpetida§   vEce§   1avandola   deEipu6§   dE   c:ada   cc]rrida   c:c]n   El   mi§mo

tamp6n   f.c]§fEitc].

3.     Bio-Gel  P-60.

E§tE  pol£mel'c)   §e  utiliz6   En   la   dEtEI`minaci6n   del   F}ego  molE-

culEil`   de  la   quina§a   fc)§fomEval6nica.     §u  F]I`epel`aci6n   §E   efectu6   de

modc]   §imilal'  al   de§BI`ito   pal`a   g1  Bic]-Gel   P-150.     §e   emF]le6   una   I:a-

lumna  marBa   Phal`mat:ia   de   1,6   cm   dE     dlametl`o,   la   cual   §e   emFiac6
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ha§ta  una  altul`a   de  82  em.     El  pollmel`o  §E  equilibr6  en  tamp6n

Tri§-HB110  mM,   pH  8,0;   HC10,1   M;   EDTA   1   mM;    2-mercaptoetanc]120

mM.     Ante§  dE  §er  utilizadD   §g  equilibl'6  dul'ante  48  horaB,   a  40

con   un  flujo   invETtidc]   dE   12  ml/hol`a.     Cuandc]   §E  aplicaron   lag  mue§
__

tra§,   el  flujo  §e  rEduju  a   10  ml/hc]I`a.

4.    Hidroxilapatita.

La   pl`Eparaci6n   tlE!l   gel   §e   ef`ec:tu6   de   a[uErc!o   a   ingtrul=gic]-

ne§   Flropc]I`cionada§   pc]r   El   fabrit3ante   (36).     El   polvc]   E3eco   §E   §u§PEE

di6   En   6   pal`tB§   dE   tamp6n   fD§fatc]   1t]  mM  pH  7,5   agitandD   §uavementE

t3on  varilla  de  vidric).     §E  dej6   deg@ntar  pop  15  minutc]s   y  §E  elimi-

n6   El   §obpEnadante   Ben   El  material   fine.     §E  agl`Eg6  otra  poI`ci6n   dB

tamp6n   fo§fatD   y  §E   rEF}iti6   1a   opEracifin  antEI`iDI`.     §e   §u8pendi6   la

hidl'oxilapatita   Bn  un   vc]lLlmen  igual   dE  tamp6n   y  cc]n   E§ta   su§pgn§i6n

§e  carg6   una   I:c]1umna   de   1,6   cm   de   di6metm   ha§ta   Lina   altura   dE   18

mm,   cuidandc]   dE   dEjal`   §obI.E!   1a   §upel`f.icie   del   gel   1   cm   de   llquido.

DEBS   gvitar§e   qLie   §E   §equc3   la   partE2   §upEric]I`   dEl   gel   pDI`que   ab§ol`be

B02   y   §E   f.DI.rna   una   co§tra   en   la   §ilpelificie.

§E   lava   1uegD  la  BDlumna  en  piEza     fl.Ia   a  40  Con   varies  vola
__

menE§   de   tamF]6n   fc]§fato   dE   H   antg§   de   aplicar   la  muEBtl'a.

La   hidrc]xilapatita   dE§pu£§   dE   sEr  u§E)da   se  I`egEnel'6   lavando

la   cc]1umna   con   tE]mp6n   ft]Bfato   de   H   0,5  M   y   lgEgct   con   vE]I.iD§   volame-

nE8   dE   columns   de   tE]mp6n   dE   par.tida.

5.     Azul-dExtl`anc]-§EpharD§B.

E§tg  matE3I`ial   §e   pl`eparfi   Began   Rvan   v   VE§tling   (37)   acopIEIE

do   el   azul-dextrano  a   la  §ephal`oE5E  activada  con  bl'c]mul'o   de  cian6gE

no.      §e   laval`c]n   50   g   dE   §E!phElrc]sa   4  a   (pe§c)   hdmedo   compactD   obtenido



despu6§  de  centl`ifugar  a  sop  x  g  durante   1  minute)   En   1  1  de  agua

des±mizada  filtl.ando   En  embudo  BtichnEI'.     §e  §u§pEndi6  en   50  ml

clg  agua   de§ic]nizada.     §E  agl`egaron   50  ml   de  Earbon@to   dE   §odio   2  M

y  §e  mezcl6   I:on  agitaci6n   §uflve.     A  E§ta  mezcla,   agitandc]§e   En  his
__

1o   §E   adicionarc]n   de  uns  vez,   aumEntandc]  la  velc]cidacl   de  agitaci6n,

2,5  ml   de   uno   §01uci6n  cc]ntEniEndc]   2  g   dB  CNBI`  pop  ml   en  acetoni-

tl`ilo   (38).     §e  agit6   vigDI'o§amente  pc]r   1  minuto  y  en§eguida  se  fil

tl`fi   r6FiidamEnte   en   embudo  B.richnEr   v   sE  lav6   rapidamEnte   en   fDI'ma   §u

ge§iva   con      11   dB   NaHC03   0,1   M   pH   9,5   y   vc]lamEne§   iguale§   dE   agua

y  tamp6n  carbonato   de   §otlitl   0,4  M  F]H   10,   filtl`ando   en   un   embudo

Biichner  I:on   vaclo.     El   polfmEI`o   comF]acto,   a§i   activado,   §e   §u§F]Em-

cli6   inmediatamente   en   50  ml   c!el   tamp6n   c}al`bonatc]   ante§  mEnc:ionado

conteniendo   1   g  de  azul-dextr@no.     §E   I`eaju§tfi   g1  pH  a   10.     La   §us

pE!n§i6n   §E  ogit6   suavemente  pc]I`   18  hol`a8  a  40.     El   pl`oducto   obtgni

do   §e   lava   ct]n   6  I   de   Hal   en   embudc]   Bi]chnel.  par.a  I`emover  el   azul-

dextrano  no   I`eacc}ionado.     §e  cc]ntl.01fi   la  ef.icienci@   del   lavadD  mi-

diEndc]   1a   ab§orbancia   a   2ao  nm   del   lfqui[lc]   dE  lavado.     El   polfmeliD

ge   §u§pendi6   En   agua   dE§ionizada.     §g   F]I`epal.6   una   columna   hEchacon

uno   jel.inga   c]e   vidrio   de  7,5  x  2,4  cm   (30  ml)   a   la  c}ual   §E   le  pu§o

un   trozo   dg   "nytex"   F]I`E§ionado   c}on   pel`1a§   de   vidrio   fina§.     §e  cal-̀.
96  1a   columns   con   el   pollmEI.a   de  azul-dextrano-§epharo§E  §u§F}Bndi-

do  en  agua   dBsionizada,   BE  intl`odujo  en  la  pieza  Fria  a  40   y  §E  la

v6  cc]n  agua   deE]ionizadB   ha§ta   qua  no   aF]al`Et:i6   at]§ort]ancia   a   280  nm.

§e   lava   en§eguida   con   tamp6n   TI`i§-HC1   10  mM   F]H   7,5  cDnteniEndo   2-

mercaptoetanol   10  mM.     FinalmE!nte   §e  lava   con   2  vc]ldmenE§   dE!l   mi§-

mo   tamp6n  que  content a  adEma§   glicel.01  al   10  %  y  en   E§ta     formti
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qued6   prEF]al'ada   pare   aFJlicar  la  mLiE§tra.

F.     EIEctrofc]rE§i§  en  gEle§  de  poliac3rilamida.

La  eleBtrofc]re§i§  en  c}ondicione§  no   de§natul'ante§  §e  rEali-

z6   dE   E}cuErdo   con   lag  tic:nit:a§   u§ualE§   dE§cl`ita§  pol.   divgr§c]§  autc]

res   y   rg§umida§   F]ol.  Gabriel   (39).     §E!  pl.Eparal`on   gE21e§   dE   poliacl`il

amida,   En   tubo§   dE   vidl'ic]   de   10  cm   de  largci   y  t],6  cm   de   diamEtro

internc]   y  se  utiliz6  Lln  Equipo   dE  ele€trofol`e§i§  Btichlel`.     El  gel

de  concEntl'aci6n   (0,2  ml)   contEnla  ac:rilamir,a   al  3,7  %  v  bis@t3ril-

amida  al  0,a  %.     El  gel  dE  resDluci6n   (2,0  ml)   §e  preFiar6  con  acl`il

amida   al   10-11612  %  y  bi§ac:rilamida   al   0,1   %.     Ambc)§   gelE§   contE3-

nlan  tetl`amEtilen-etilEndiamina   (TEMED)   al  0,032  %  y  F]Er§ulfato   de

amonic}  al   0,025  %.     La  muE§tra   §E   apliB6   en   glicEI`ol   al   10-20  %  D

E3acarc]§a   Eonteniendo   adgma§  0,005  ml   de  azul   dE   bl`omDfenol   al   0,1%.

El   tamp6n   de   EIEctrc]fore§i§  cc}n§i§tfa  En  TI'i§,   25  mM;   glicina,   192

mM,   pH   8,3.      §E   EiFilic6   copriente   con§tante   de   1   rnA   poll   gE!l   en     E3l

gel   de  I=oncentl`Bci6n   y  2,5  rnA  poll   gel   engl   gel  de  resoluci6n.     Log

gelE§   §e   tifiEI`on   dul`antE   1   hc}ra   Eon   azul   de   [c)c}mE]s§iE   al   0,25  %  en

metanol   45   %;ac:ida   ac:etiBc]   10   %.      El   dB§tgfiidc]   Be   hizo   En   mEtanc]1

2D  %;   acidt]   acftico   lD  °/a  durante   24-4S   hol`a§.     Lc]§  I'egi§tl'c]§   den§i

tometricc]§  de  log  gelE§  fuerc]n   Efe[tuadc]s  gn  un  acce§orio   dE  regiE

i:I`o   pal`a   gele§   EicDplado   al   E§pectl'of`c]t6metro   Varian   Techtl`on   635  a

600   nm,   a   una   velot:idad   de   10   c]   25  mm/minuto.     F'E]I.a   la   dgtegcifin

de  ac3tividad  enzimatica   en  log  gEle§,   €§tc]§   §e  cc]I'I`iel`on   En   la  piE

za   fI`Ia  a   40   y  adema§   §E  hizo   Circular  r]Dr  la   cfmara   ExtEI`ior   dE2l

aparato,   agua  a   100   propul§ada  pop  un  baFio  termorl`EguladD   Eil§on.
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Terminada  la  corridE],   lc]s  gelgs  sE  extl`ajel'on  I'apidamente   y  §e  cop
_

tEiron   tran§ver§almEnte  cc]n  un   seccic)nador  en   §egmEnto§   de  0,2  cm.

Cads  trot3ito   §e  tl`an§f.il`i6  a  un  pequefio     tuba   dg  ensayo  y  sg  moli6

en   fl`£o   con  una  bagueta  delgE]da   dg     vidl`io  agregando   inmediatamen
_

tE  0,2  ml   de   tamp6n   fc]§fato   de   F]ota§io   0,2  M,   pH  7,5  I:onteniendo

2-mErcaptoetanol   10  mM.     La  actividEid  enzim6tica   §g  en§ay6   En§Egui

da   tomando  0,02  ml   de  cads   §obl.enadantE  una   vEz  qua   E!1   gel   tl`itul`a

dci   hubo   decantatlc]   en   t=ada   tuba,   EmplEando   la   tEcniBa   descl`ita   En

la   §eBcifin  a.     Altel`nadamentE,   §e  t3oI'tal`c]n  log  gele§  1c]ngitudinal-

mEnte   con   uns   hoja   dE  bistul'1,   dEjando§E   una  mitac±  para   En§avo     de

ac:tividad  §egan  el  mEtodt]  dE§cl`ito,   y  la  cltra  mitad  papa  tinc3i6n

CDn   azul   dE  Cooma§§ig,      De   egta  manEI`a  fug  po§iblE  e§tablecel`     1a

bands   de  pl`otElna   c3oI`re§pondientE  a   la   quinaE!a   fo§fomeval6nica.

a.     DEtEI`minaci6n   del   pE§c}  molEt3ulaT   dg   la   quina§E   fo§fc]mEva

16nica,

1.      [I`omEitograf.1a   En   Bic]-GEL   F]-6t].

El   peso   mDIEBulal`   dE   la   enzima   5e   detErmin6   dE   at=uErdo   a   An

dreu§   (40,   41).     §E   enpac6   uno  colLimna  Phal'macia   de   1,6  cm   de   dia-

metl`c}   con   BID-Gel   P-60   en   tamp6n  TI'i§-H[10,01   M,   pH  a,0;   Hcl   0,1

M;   EDTA   1   mM;   2-mEI.captoetanol   10  mM   ha§ta   uno   altul'a   de   a2   cm.   Ll-

na  vez  empacado  el  polimEro  §e  invil`ti6  el  f.lujo  Equilibl`ando  con

el  mi§mo   tamp6n   a  una   velc]cidad   []E   12  ml/hol.a   con   la   ayuda   de  uno

bombE]   pel'iE}taltica,   durante   40  horag.     Al  mc]mEntc]   de  aplicar  lag

mue§tl`a§  el  flujo  §e  I'edujo  a   10  ml/hora.     §e  aplic6  primeramente

1   ml   dE   una   §01uci6n   de   @zul-dextl`anc}   pal`a   dEtgI`minal`   E31   volumEn   dE!
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Exclusi6n   y  sucesivamgnte  pl.otglna§  de  peso  molecular  cc]nocidtt

F]epsina   (35.000)   (42),   quimotl.ip§in6gEno   (25.000)(42),   citocromo  a

(12.400)   (40)   e     in§ulina   (5.75D)(43).     Toda§  lag  :mue§tl`a§  fueron

aF]licada§  en  un  volumen   dg   1  ml   conteniEndo   5-10  n|g   de  pl`otelna   y

§e  colectal.on  fraccionE§   de   2  ml.     Lag  Fio§icione§  'dE  Eluci6n   dE

log   difel.Ente§  marcadol`e§  §e   tletel`minal'on  midiendo  la  ab§c]rbanc;iEl

a  600  nm  papa  el  azul-dextl`ano,   a   412  nm  pal`a   El  ciitogl.omo   c   y  a

280  nm  pal.a   inBulina,   quimc]tl'ip§in6geno   y  FieF]§ina.I    La   pogici6n   de

Eluci6n   de   la   quina§a   foE3fomE!val6nii=a   §e   c]Btermin6i  pop   g1   en§ayo

E§pectl`ofotom6tl`ico   dE  actividad.

2.      GradientE!   tie   §aBal`o§a.

Log   gradiente§   de   BEi[al`c)§a   fuel`on   pl`eparadoB   Bntre   5   y   2D  %

en   tamp6n   fo§fato   de   Fiota§id   lD  mM;   2-met.captoEtanol   10  mM,   En   i;u-

bog   dE   nitrocElulo§a   c!E   5  ml   par@  g1   rc]tol'   §u  65  dds   la   ultrat=Entr£
_

f.usa   Beckman.     Coma  marcadol`B§   §e  utilizal`on  citoc+omo   c   (12.400)

(40),   albdmlna   §arica   tie  bovino   (67.00t])   (4D)   y  dBshic!rogena§a  16c
.-

tica   (140,000)   (42)a     Lag  mue§tI`a§   §e   Elplit=al`on   en,t@mF]6n   foBfato

10  mM;   2-mE!I.captoEtanol   10  mM   en   un   volumen   de   0,1  |ml.      La   quina§a

fo§fomeval6nica  y  la  albamina   dE  §uem  de  bovino  fulEron  aplicada§

§epal.adamente;   citc]EI`omo   a   y   de§hidl`ogEnE]§a  16ctic4   §E:  aplicaron

juntas   En   un  mi§mo  tubc].     §e  cEntrifug6   dul.antE   17  hora§  a   160.000

x  g  gn  lJna   ultracentrifuga  Beckman  mc]delo  L  5-40.     TErminada   la  Gen

tl.ifugaci6n   §e  fl.accion6  EI   GontE!nitlo   dg  cads  tubo  itc]mando   fl'aBi=io-

ne§  dE  0,2  ml   dE§de   El  fondc]   del   tubo  hacia  al`I`iba  utilizando  un  e-

quipo   I§co   Gradient  AnalizE!r.     A  coda  fl`acci6n   §E  agl`Eg6  0,a  ml   ['g

tamF]6n   fo§fato   10  mM   FII.ocE2di€ndo§E   a   detEI`minal`   la  ipo§ici6n   de   coda
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protelna  en  el  gradients.    Citocromo  c  y  albdmina  de  §uel'o  dE  bo-

vino   fueron   detel.minada§  poll  absc]rbancia  a  412  y  280  nm  I`especti-

vamentE;   1a  deshidrogenasa  lactica   §e   detErmin6  mediantE  gn§ayo  EE

zimatico  de  actividad  asl  com  'tambign  la  quina§a  fo§fomEval6nica.

3.     Electl.oforE§i§  gn  gEIE§  de  pt]liacrilamic]a  en  pre§Encia   de  dc]de
_-

t=il§ulfatc]   de   §c]dio.

La  electrofol`g§i§  ag  Bfectu6   Bn  prg§Encia  dE  dodecilBulf`ato

de   §odio   (§D§)   al  0,1  %  en  placa§   dE  poliacrilamida  al   11  %,   dE   12

x   15   x  0,15  cm  en   iln   apEil'ato   Hc]effer  §ciE:ntific   In§tl`umEnts.        Lag

§olucic]nE§   fuE!I`on   pl.eparada§   cJe   ac:uE!I`dc]   a   Laemmli   (44).      Lag  mue§-

tl.EI§,   a  una  concentraci6n  de  protBIna   dE   2  mg/ml   sE  diluyEron   1:1

ccin   el   "tamp6n   de  mue§tl`a'',   El   cual  contenfa  TriB-Hcl   0.125  M  pH

6,8;   §D§   6  %   (Fi/v);   2-mel`captoetanol   10  %   (v/v):   glicE!I`01   al   20  %.

Lag  muE§tra§  §e  calentaron  al  bafio  maria  hil`viEntE  par  3  minutos   y

luegc]   f.uEron   c]EFic]§itada§   §obrE   g1   gel   dE   cant:entl.E]ci6n   (acrilamida

al   3  %  p/v;   bi§acrilamida  al   I,t]B  ®/a  p/v;   TEMED  al  0,1  %  v/v;   per-

§ulfato   dE  amonio  al  0,025  0/a  p/v).   §e  aplic6  un  voltajE  I`Egulado

de  70  vc]lt§   y  uno  vez  quE  lag  mue§tras  pasal'on  al  gel   dE  re§olu-

I:i6n   (acrilamida  al   11  %;   bi§acrilamida  al  0,27  %;   TEMED  al   0,05  %;

per§ulfato   c!e  amonic}  al  0,025  %  p/v)   §e  aumgnt6   el   vc]ltajE   a   11t]

volts,

Lag  solucione§  de  quina§a  fosfc]mEval6nica  muy  dilulda§     Em-

pleadag  fuerc]n  cc]nt:EntradEi§  prEc:ipitando  i=on  acido   tricloroac6tico

en  prE§Encia  dE  6cido  poliadenllico,   de  acuErdo  cc]n  ValEnzuela     y

col.   (45).     A  I,1  ml   de  la  Bc]luci6n   dE  enzima  contenlendo  0,2-0,3

mg/ml   §E  agregal.on  0,01  ml   de  acid.  poliadEnllico   (2  mg/ml)  y  0,2  ml
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dE  TEA  al   2C]  y"     §e  centl.ifug6   20  minutos  a   10.ODD  x  g  en   el   rotor
-

HB-4  de  la  cEntrlf'uga     §ol`vall.     El  pl'ecipitado  se  lava  dos  vece§

con  Etanol-€ter   (v/v)   y  una  vgz  con  €tEr.     Luego  §e  disolvi6  en  El

"tamp6n   dE  mueBtl`a"   (0,025-0,t]40  ml)   y  §g  continua  con  el  tl'atamien
_

tD   dE§critc].

Log  gele§  §e  fijaron  en  una   §oluci6n   dE  i§oprc]panol   50  %;

TEA   10  %  durante   30  minuto§  a   temperatura  ambiEntE   y  §e  tifigl`on   du

I.ants   15   htJI'a§   con   azul   dE  Cooma§§ie   al   0,1   %   E2n   i§c]pl`opE]nol   25  %;

TEA   10  %.     El   dE§tefiitlo   §8   hizo   cDn   acido  aEetico   al   10  %  con   E]gitE

ci6n  a  tempgl'atura  ambientE  dLII`ante  2-3  hol`a§.     §g  utilizal`on  log

§iguiente§  malicadol`e§  papa   E!§tablEt=Er  la   I`elaci6n  entl`e  movilidad   y

peso   molegulal'=   ovoalbdmina,   43.ODD   (46);   quimotriFi§in6gE3no   A,

25.t]00   (42),.  i=itocl`omo   t=,12®400   (40).

H.   Determinaci6n  tie  parametro§  cinftico§.

Log  estudio§  §E  hiciel`on  En§ayEindo  la  actividad  de  la  quing

Ba   fo§f.omEval6nit:a   a   300   I:omo   §E   dE§c3I'ibg   en   la   §ecci6n   a   de   M6tD-

dos.     Lag   Hm   vel`dadel`as   pal`a   el   MVA-P   y   el   ATP   fuEron   detel`min@das

prEparandg   val`io§mc2ciios  dE   I`eac3ci6n   qua   Bontgnlan  cantidade§  con§-

tantE§   de   tamp fin   fo§fato   pH   7,5,   NADH,   PEP,   Mg+2,   2-mercaptogtanDl,

in  y  LDH,   y  cantidade§   val'iEible§   dE  ATP.     A   ali[uota§   apl.oF]iada§   de

cada   Lino   de   talB§  medios,   §e   Eigl`eg61a   quina§a   fo§fc]meval6nica,   y

luEgc]   dE   regiE!tl`ar  la   llnEa   bE]§E   se   agl`eg6   EI  MVA-P  a  concentracio
_:

ne§   variables  en  un   volumen   finEil   tie   1,t]  ml.

Log   dEitD§  cinetico§  fuel`on   prc}c:e§ado§   de   acuel`do   al  m6tcdo

de  LinEueavgl'-Bul'k   a   dE   Eadig   Hc]f.§tE!e,   En   pl`ogI'ama§   de   computaBi6n
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elabol`ado8  en  una  calculadol`a  F]rogramablE  Banon,   modelo  Banola  §X

300.

El  efecto   de  la  concEntI'aci6n  del  Mg+2  sg  detErmin6  val.lan
L=

dD  la  concEntl.a€i6n   de  Mg+2  a   I:oncentraeione§  ccin8tantE=   de  ATP   y

de  MVA-P.   La  concEntraci6n   dB  MgB12  de   la   §olucifin  pEltr6n,   prgpa-

rada  pal.  pe§ada   del  pl`oductc]   gc]mEI'cial   §e  dgtermin6   E!xactamentE  ti-,
tulando  g1   i6n  clol`ul`o  cc]nductimftric@mente  por  media   dE  un  titulE

dc)I'  autom6tico.

El  efectc]  del  pH  gn  la  a[tividad  Enzim6tica  §E  detErmin6  a-

fE!ctuando  EI  En§ayc]  espectliof.otomGtrico   de  la  actividad  en   uno   se-

rie   de   tampone§   dg   Gc]od   (47),   a   c}oncEntraci6n   100  mM   Entl.g   pH   5,5

y  9,5.      §e   utilizarc}n   log   tE}mpc]nE§  Meg,   TEE,   BICINE   yBAP§,   ajuEit6n
_

dose   el   pH   En   coda   ca§o   I:c]n   HC]H.      En   log   valol`E§   de   pH   Extl.Emc]§   Be

contl`o16  la  gfec3tividad  de  lag  enzima§  auxiliareB  utilizEida§  En  el

ens@yc].      E§tc]   §e   hizc]   agrEgando   ADP   a   uno  mgzcla   dg   I`eat:ci6n   quE

contEnfa   PH   y  LDH   adEm6§   de   lD§   §u§tl'E]tos   y  cDf'actc]I'e§   col`I.e§pon-

diE!ntE§   a   lD§   c!ifErentE§  pH.        La  oxidEici6n   in8tant6nea   del   NADH

sE   tc]m6   cc]mo   uno   indicaci6n   de   qLIE   laEi   enzima§   auxilial'E§   gI`@n   ef.Ec}

tivas   a   e§to§  valc]rE!s   dE   pH.     En   todD   caso,   a   valol`es   dg   pH   extl`E-

mos  §e  agreg6  el   doblB  dg  la  t:antidad  usual  de  ellas.

I.     Efecto  dE  divel`st]§  ic]ne§  metfilico§  divalente§  y  nucle6ti-

dos  §c]brE  la  octividad  de  la  quina§a  fosfomeval6nica.

F'al.a   e§tablEcer   si   DtrDB  ione§  metalicc]s  podian  rEemplazar

al  Mg+2  En  la  reacci6n  catalizada  pop  la  quinasa  fo§fc]meval6nicE,
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sE  hizo   rBaccionar  la  Enzima  con   §us  §ugtrato§  MVA-P   1  mM,   ATP

2,5  mH  y  la   gal   dE  un   ifin  mgtalicc]   a  c=ont=entl.aci6n   5  mM  En   un  mE-

dic]  qua   contEnla  TI`is-HC1   100  mM  pH  7,5   y  2-mel'captogtanol   10  mM.

§e   en§ayaron  Mnc12,   Zn§04   y  Co§04.     DESpue§   dE  prEincubar  I=on  la

enzima  a  300  pop  5  minuto§  §e  inici6  1a  reE]cci6n  agreganc]o   el  MVA-

P.     La   rgacci6n   §e   dE!tuvo  a  log   10  minutos  con   1  ml   de  HC104     al

3  %  y  se  agl`eg6   Enseguida  un   volumen   dE  KOH  §uficiEntE  para  neutl'E

lizar  EI  HC104.     Lc]§  tubo§  f.uEron  transferidc]§  a  hielo   y  aE  centri        I

fug6  EI  H[104  y  protelnas  preBipitadoB  a  2.500  x  g  dul.ants   10  ming-
tog .En  el  rotor  HB-4  de  la  gEntl.Ifuga  §orvall.     El  sobl'enadante  se

aF)al`t6   Fial'a   el   en§ayc]   e§pEt:trDfc]tom6triBD   dEI   ADP  gEneI'ado   en     la

I.eacci6n.     Esto   §e  hizc]   tomando  0,5  ml   dEl   §c]brenE]dante   y  agregan-

do   Mg+2   5   mM;    Hl:1   50   mM;    PEP   2,5   mM;   NADH   0,24   rnM;   TrigrHcl    100   mM

pH  7,5  ha§ta  un  volumen  dE   1,0  ml.     Luego  tie  I`Egistrar  la  llnEa  ba_

BE   a   340   nm   §e   agl`eg6   0,C}03  ml   dE   PH   y  LDH   (a   unidatlE:§   dg   coda   uns)

y  8e  midi6  la  variaci6n  de  ab§ort]ancia  ha§ta  titular  totalmentE  el

ADP   fcirmado.      PrBvio   al   Em§ayc]   ccin   otrc}§  metalE!§   §g   hizo   uno   cul`va

dE  velocidad   de   f`ormaci6n   de  ADP  en   funci6n   dE!l   tiEmpo   u§andD  Mg+2,

entl'e  0  y  20  minuto§  obteni€ndc]§e  una  I`e§pue§ta  lineal.

§e  emF]lg6   E§tE  m€todo,   y  in  el  m€todc}  cin6tico  habitual,   pugs

la  quina§a  F}irdvica  requiere  tambi€n  de  Mg+2  pal.a  §u  actividad.

El   ef`EctD   de   c]tl`o§  nut:lE6tidc]§   se   hlzc]   simF]1ementE   I.gemplazan
L=

dD  EI   ATF]  pop  GTP,   UTP   y  ETP  en   El   ensayo   EspE!ctrofotometrico  nor-

mal.     Dado  que  la  quinaaa  piravica  utilizada  En  el  en§ayo  a€oplado

pl'e§enta  un©-baja  esF]Ecificidad  de  §u§trato  nuclEotldico  coma  ha gibe
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danDstl`ado    -pBr       Plc)uman  y  HI`all   (40),   el  en§ayo  puede  hacel`§E

Sin  mayorE§  I'e5ervaB.

I.     Inactivaci6n  dE  la  quina§a  fc]Bfc]mevalfinica  pop  5,5'-di-

tiobis  (2-nitrobenzoato).

1.     F!eat3ci6n   dE   inat=tivaci6n.

§E  dializ6   Exhau§tivamentE  la  quina§@  ft]sfomevalchica  cc]ni
bra   tamp6n   f.o§fEito   dg   pc]tasio   10  mM,   pH   7,5   E}in  meI'captc]etanol   a

fin  de  eliminal.  E§te  altimc]  de  la  §oluci6n  En  qua  se  mantiEng  la

Enzima.     El  5,5'-ditiobis   (2-nitl'obEnzoato)   (DTNB)   §E  Firepar6  en

mE!tanol  a   En  el   tamp6n  fo§f.ato   de  P0tasio.  A  la  Bulut=i6n  de  i!nzima,

en  tamp6n   fo§fato,   preincubada  a  300   §e  agl`gg6   el   DTNB  a  la   cDn-

EEntrac}i6n   requgrida.     A  tiEmpc]§  adecuado§  §E  t;omarcin  allcuota§

de  0,01  ml  papa  el  en§ayo  inmec!iato  de  la  actividad.     El  contrDI

congi§ti6   En  otra  muestl'a   dE  E3nzima  tratac]a  en  Eondieione§  §imila
_

res  a  la  cual   §e     agl`eg6   el  mi§mo   volumen   dE   §c]lvente  En  vEz     dE

DTNB.     EI  E!fecto   dE  la  Eoncentr@ci6n   dEl   reactivo   §e   detgl`min6   in
_-_

cut]ando   la   Enzima  con   concentracionE§   de   DTNB   quE   val`iaron   dE§de

1   x   10-5  a   1   x   10-4  M,   1o   qug   I.epre§ento   un   exceso  molar   de   DTNB

de  6   a   60   veBE§   [c]n   I`E§pectc]   a   la   enzima.

2.     Rever§i6n  PDI.  2-melicaptDEtanol  y  ditiotrEitol.

EI   Efecto   del   2-mel`captoEtanDl   y  dEl  ditic]tl'Eitol   (DTT)   §E

prc]b6   incubandc]   la  Enzima  con   DTNB  en  la  fol.rna   de§crita   en   el   pa-

rl.afc]   E]ntE!I'iol'.     De§pu6§   dE  medil'   1a   reat3cifin   dul`ante   ciel`tc]
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tiempo   se  apartE]I'on  dos  alicuota§;   a  uno   §e  agreg6   2-mEI`captoEta-

nol   y  a  la  otl.a  DTT,   ambo§  a  concentraci6n  Final   1  mM  y  §e  conti-

nu6  I.Egi§trando  la  actividad  a  tiempc)a  apt.opiado§.     Al  re§to       cle

la  Enzima  tratada  con  DTNB  tambi6n  §e  continua  midiendo  §u  activi

dad  a  1o  lal.go   del  tiempci.     Lc}§  valor.es  de  actividad  fueron  cc]I`rE

gidci§   pop   EI   EfEctD   dE   diluc}i6n  al   agregal`  lc]§   I`eactivDs.

3.     EfEcto   pI.otet=tc]I`   dE  log   sustrato§.

EI   Efecto   de  la  pre§encia   dE  log  §ustl'ato§  En  la  rEac:Bi6n

de  in@ctivaci6n   §E   pl`c]b6   incubando   la  enzima   con  MVA-P  o   con  Mg-

ATP   y   agregando   a   tiEmpo   cEro   el   DTNB.      Par.alElamgnte   §E   hic3iEI.c]n

contl.c]lEE!   de   la   enzima   tl`atatla   Con   DTNB   Sin   §u§trato§   v   dE3   LEI   en-

zima   int:ubada   con   Bada   unD   [le   lc]§   §ustratoB   en   au§enci@   I.jE   DTNB.

4.     Hm  apaI'Ente§   de  la  enzima  mc]dificada.

§E}   dE!tErminarc]n   lag   Hm   apal`EntE§   pal`a   ambo§   §u§trE]tc]§     I:on

la  quinaBa   fc]§fomEvc}16niBa  pal'Eialmente   inac:tivada  con   DTNB`     Pal`a

Ello,   la   Enzima   §g  trat6  I=on   DTNB  a  con[entliaci6n  final   2,5  x   lD-5

M,   y  se  incub6  I  300   durante   15  minuto§.     §g  tl`an§firi61uego  al

hielD   y   sE   procedi6   a   detEI'minal`   lag  Kin  ap@rente§  pal'a   EI  MVA-P   y

el   ATF.     El   ext=g§o   dg   I`eactivc]   que   no   I`eaccion6   con   lc}   Enzima  no   §E

elimin6,.  La  actividad  residual   de  la  quina§a  fc]§fc]mEval6nica  cc]n§Er__

vada   En   hiElo,   §E   dEtEI`min6  gads  ciel`tc]   tiempo   ha§ta   log  75  minuto§

de§pu6§   dE   la   adici6n   de   D"B,   tiempo   §uF)eriDr   E]l   E3mpleadc}   en   EI   E2£

pErimgntc].     §E   c}omprc)t]6  qua   el   gradc]   dE   inactivac3i6n   peI.maneci6   cons

tante   En   El   tiempo   §E2fialado.
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Ii.     Inactivaci6n   de  la  quinasc}   fc}E5f.omeval6niEa   poll  piridl]xal-

51 -fosfatci .

1.     fteacci6n  dE  inactivaci6n.

La  inactivaci6n   §e  efectu6  inEubandc}  1a   sc}luci6n  dE  enzima

a   300   con   PLP   En   tamp6n   fo§fato   10  mM   t3ontEniendo   2-mE=I`caF}toEtanc}1

10  mM.     La   I`Eacci6n   §e   inici6   agregando   EI  PLP  pl`epBI'ado   En   El  mis

mo   tamp6n.     A  tiempo§  apl`opiado§   §E   tomaron  alit:uotas  pal`a   El   gn§a
_

yo   E§pectl`clfotom€tl`ico   dE  la   Eictivid@d.     En   forma   pE]ralela   sg   EfEB

tu6   un   I=c}ntl'01   reEmF]lazE]ndc]   el   F]LP   poll   El   tamF]6n   de   incubaci6n.   §E

pl.ob6   81   gfecto   de  la   concentrac}i6n   dE   PLP  incubt]ndo  la   enzima   con

Co"=entl`aciDnE§   dg   PLP   quE   vari@ron   entl`e   5   x   10-6   v   5   x   10-5  M   pop

30  minuto§,   1o   quE!   reprE§Enta   un   exEg§o  molal`   dE   F'LP  en   I'elaci6n   a

la   Enzima   que   vaI`i6   entrE  4   y  44   vEce§.     En  fol`ma   Similar  §e  e§tu-

di6   el   efEcto   de   log  Ein6lc]go§  piridc)xal   y  pil`idc]xamina-5'-fo§fatD.

EI   PLP   §e   prepEir6   §iempl`E   flie§c:c]   en   tE]mpfin   fo§fEito   10  mM   pH   7,5   y

§e  cuid6   dg  pl`oteger  lag   §c:lucic]ne§  tie  la  luz  con  papel  ob§guro.

2.     F!evEI`§i6n   dE   inactivac;i6n   pc]I'   1i§ina   c]   diali§i§.

EI   Ef`Ecto   de  la   li§ina   E3E!  ,nl'Db6   incubando   la   quina§a   fo§fomE

valfinica  a  300  con   PLP,   midi6ndo§e  la  aBtividad  I'E§idual   durEintE   un

ciel'to   tigmpD,   81  t6I.mino   dEl  cual   E!e  agl'eg6  li§ina   y  Be  I=ontinu6

la  medic}i6n   de   ac=tivic]ad   a   tigmF]o§   E]propiac]o§.     La  muE!§tl`a   contl`01

§E  trat6   en   la§  mi§m@§  conc]icione§   exc:Epto  quE   no   se   agreg6   li§inEl.

El   efecto   dEI  NaBH4   §E   pl`ob6   de   la   BiguientE  manEI'a:   §e   inoE

b6  uno   Boluci6n   dE  enzima  con   F'LP   y  se  mic]i6   la   actividad  I`e§idual

hasta   log   10  minuto§.     A   log   11  minutDs   §E   agl`Eg6   NaBH4   y   a   lc]s   20
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minutoa  ge  agl'eg6  1isin@.     El  rEgi§tro  dE  la  actividad  se  pl.olong6.

ha§ta  los  50  minutos.     Dtra  muegtl'a  dE  enzima  tratada  con  PLP  a  la

mi§ma  c3ont3Entraci6n,   Sin  otl.as  odiciong§  airvi6  de  control   dE  inac
_

±ivaci6n.     Log  valol`E§   dE  actividad  fuel`on  corl`EgidDs,   BiEmpl'g  qua

fug  necEsario,   pare  combenBElr  g1  efEctD   de  diluci6n.

La  reversi6n  Fic]r  difiliais  [1e  la   enzimta  modifit:ada   aE  Efectu6

incubando  la  quinaBa  fosfomeval6nica  a  300  con  PLP  2,5  x   10-5  M  du-

rantE  30  minutD§.     Lo  muegi;ra   ae   divldi6   en   dos  pal`teE!,   uns   dE     lag

cuales   Be   sc]mgti6   a   dialisis  I=Dntra   t@mF]6n   fosfato   10  mM;   2-mEI'cap-

tc]Etanol   10  mM  durante   5  hora§   y  la  otra   sg   dEj6  cc]mo   cc]ntrol   Sin

dializar.     §epal`adamEntB  gE  ineubaron  otra§  muE§tl`a§  de  enzima  a  jog

dul`ante   30  minuto§,   uno   sin  adicione§,   otl.a  EDn  NaBH4   y  la   tErgel`a

con   PLP,   EgI'egando8e   a   E§ta   altima   el  NaBH4   de8pu€§   dEl   pel`1Ddo   de

incut]aci6n.     A  cc]ntinuc]ci6n,   c!§ta§  mue§tro§  fuEI`on   tE]mbi6n   dializa-

da8   dur@nte   5   hora§  contra   E3l  mi§mo   tamp6n.

3.     Ef.gcto  pI.c]tector  c]E  lc]§   §u§tl'ato§.

§E   detEI`min6   el   efectD  quE   BjEI`clan  log   8ustratoB  En  la   I`eac
_

ci6n  de  inoctivaci6n.     Papa  ello  §E  c]gI'eg6  el  PLP  a  la  enzima  preiE

cubada   con  MVA-F'   (0,9  mM)   a   con   Mg-ATP   (2,4  mM)   y   sE   tc]mal.on   allguc`
__

tag   dE  0,01  ml   a   tiempo§  apropiadoB  papa   el   E3nsayc]   cjE  aatividad.   Ea

mc]   ccintrole§   §e   in[ubal'on  mue§tl`as   dE   la   enzima   cc]n   coda   uno   dE!   lc]§

sustrE]toB  en  lag  misma§  i=ondicione§   Expel`imentalgB.     Lag  at3tividadEg

§e  corrigieron  pc)r  la  diluci6n  al  agI`Egal.  EI  I`eactivo  motlificadol`.
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4.     EfectD   del  F]H  en  la  I.eocci6n  dE:  inactivaci6n.

EI   Efec;tc)   del  pH  §e  dEtermin6  incubando  la  enzimo  a   difergn

tea   pH   con   PLP   1,5   x   10-5  M,    En   divel'§og   t@mponE§   dg   GOBd   0,1   M

conteniEndc]   2-mEI'captc]gtanol   10  mM.     LD§   tampone§   empleadc]§   E3n   lc]§

rongos   c!E   pH   Pug   gE   indica   fuEI`on:   ME§   (6,5   -7,5),   TE§   (7,0   -a,0)

BICINE   (8,0   -9,0)   y  CAPS   (9,0  -9,5).     DEspu6§   dE  preincubar  la

enzima   en   El   tamp fin   cDrl`e§pc]ndiEnte   dul.ants   3  minutc]§  c}   24D   I   a30°

§E   E]gI`eg6   el   PLP   a   cDncE}ntl.aBi6n   f`inal   1,5   x   10-5  M   y   se   tomoron   a

lfcuc)tag  a  difE!rente§  tiempo§  pal'a  el  ensayo  dE  la  actividad  re§i-

dual.     El  control  consi§ti6  En  uno   §oluci6n  de  enzima  tliatacJa  de  i
_-

dGntica   for.rna   pel'o   c]mitiE3n[Jo   el   PLP.

EI   Esquema   expErimE!ntal   de§t=I'ito   En   81   p6I`I`afo   antel.ic]r  no

permits   hacE3I.  mE3dicionc!s     a   tiEmpc]§  menore§   dg   2  minuto§,   que     e§

el   qua   §e   I`EquiBrE   E3n   tomar  la  muE§tra   y  efectuar  El   en§ayD   de   ag-

tivitlad.      Con   el   c]bjE3tc   dE   EfBc}±uar  mE!dit:ione§   a   tiEmpD§   mag   col.tD§

se   pl`ocedi6   dE   lc]   §iguientE  manel`a:   §g   inEub6   un   pEqueFio   volumen   dg

la   §oluci6n   de   Enzima   en   el   tamp6n   [c]I're§pc)ndiEnte   En   pEqueFic]§   tu-

bas   de   Ensayc].     Despu€§   dE   agregar   t31   PLP   §e   dEtuvo   lc]   I`Bacci6n   a

log   tiempo§   aF]I'c]piadD§   cc}n   NaBH4.      En   el   tuba   contrul   §e   rEemF]l@z6

EI   PLP   pol.   el   mi§mo   volumen   de   tE]mp6n.      Tc]dc]E31o§   tubo§   e§tuviel`Dn

el   mi§mc}   tiempo   a   la   tE3mpEI`atul'@   del   expErimE!nto.     Tel'minad@   la   in
_

cubaci6n,   log  tuboB  f'uEI'on   tl.ansfel'idc]s  al   hielD   y   §e  tome   de  cadn

unc]   dE   Ello§  uno  alit:uota  pain  el   en§ayc]   dE  actividad.     Bc]n   e§te

procedimiEnto   §e   tomal`on  mi]g§tl`c]§   Eada   30   §Eguntlo§®      EI   NaBH4   dEtiE

ng  la  I.Eac[i6n   de  inactivaci6b   y  E§ta  nc]  puede  continual.     aan     En
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pre§encia   de  PLP,   ya  qua  el   NaBH4  al  parEcer  reoccion@  con   E!1

PLP  remanente,   reduciendc]   El  grijpo  aldEhldo.

5.      DetEI`minaci6n   de   1@§   Hm   apEipE!ntE§   de   la   EnzimE]   modifit:@da.

§e   incub6   la   enzima   t=on   PLP  4,5   x   10-5  M  dulionte   30  minu
L=

tog   a   30D   En   tamp6n   fo§f@to   de  i]otaBio   10  mM;   2-mel`coptoetanol

10  mM   v   al   cabo   de   gate   tiEmpo   sE   I.Edujo   Con   NaBH4.     En   fDrma   PE

rEilela   §E   int=ubaron   otras   cic]§  mue§tl.as   dg   enzima.     En   uno   dB   E3-

1la§   §E!  I'EEmplaz6   el   PLP  pol`   El   tamp6n   dg  incubEci6n,   agl.Egdndo-

9e   EI   NOBH4   igual  quE   a  la  mue§tl'a  problE3ma;   1a  otl'a   no   contuvo

PLP   ni   NaBH4,   §iendo   @mbo§   I'EemplE]zadD§   pop   el   volumen   EquivE]len

te  de  tamp6n  fo§fato.     Toda§  log  muestms  fuEron  dializadag  cc]n-

tr@   El  mi§mo   tamp6n   fD§fato   pop   5   hc]rE]s.     Lag   Hm  aparente§   pE]Iia

lc]§   c!Ds   §u§tl`ato§   fuel.c]n   dE3tErminadas   gn   lEis   tl'es  muestras   de   E!n
_

zima,

L.     Titulaci6n   de  gI`upc]§  §ulfhidrilo§  dE  la  quina§a  fo§fc]mE

val6nit3a.

L@   dEtel`minaci6n   de  grupD§   §ulfhidl.ilc]§   de   la   enzima   §e  a
L=

fEctdfi   utilizanc]o   DTNB   dE   ot=uel.dc]   al  m8tc]do   de   Ellman   (49).      §E

midi6   a   lD   lal.go   dEl   tiE3mpo   la   fDrmaci6n   Eel   2-nitl`o-5-mE3rcaptc)ben
_

zoatc)   dEtE3t=table   poll   ab§orbancia   a   412  nm,   con   un  coeficientE   de

Extinci6n  molar   dE   1,36   x   104.     El   nfimel`o   de   gI`upos  -§H   eBencialEs

pal`a  la   activitlac]  dg  la   gnzima   §e  dEtErmin6   En   expEI'imEntD§  parole
_

18B,   midiGndo§c3   a  tiEmpo§  apl`DF]iqdo§  la   actividad  I`E§idiial   de  la

quina§a   fo§fc]mEval6nica   r,B§pu6§   tlE3  1a   adici6n   de   DTNB.     §e   dializ6

54



1a   Enzima   hDmog6nEa   En   un  vDlumen   dE   1  ml  contm  tamp6n   fc]§fatD

10  mM,   pH  7,5  Sin  mgrcaptoetanol  a  fin   de  elimin@r  e§tE  altimo   de

la   §Dluci6n  de  enzima.     La  mueBtl'a   8g  dividifi   Bn  dos  partE§  igua-

lea,   uno   papa   titulaci6n   de   gI`upo§   -§H   y  la   c]tl.a  F]al`a  la  medidE]   dc3

actividac!  residual.     Amba§  pc]I`cionE§   §E  llEval.on  a  0,98  ml   con   tan

p6n   fo§fatc].     Uno   de   ella§   sE  intl`odujo   E!n   uno  cubet@   de   1   ml   en

el  F}ol'tacut]gta§  tErmorrBgulado   del   espec}trofot6metl'o  Carv   118  a

mEntenido  a  300   y  dB§puG§  de  la  EBtabilizaci6n   [!E  la   tEmperatum

Be   agreg6   0,02  ml   dg   DTNB   2  mM   (I:oncentl.aci6n   final   0,04  mM),   prE-

pal`adD   en   El  mi§mo   t@mp6n.      §B   I`ggi§tl.6   la   val.iac3i6n   de   ab§c]rbancia

a  412  nm  a  1o  lal'go  del   tiempo,   1BIda  contra  uno  cubeta  que  conte-

nla   la  mi§ma   cantidad   dE   DTNB   En   tomF]6n   foBfatc].     Lo   §Egunda   pDr-

ci6n   dE   Enzima   §E   tl`at6   tambi6n   I:on   DTNB   0,04  mM   y   §E  midi6   la   oc-

tividEic}   I.esidu@1   a   dif.el`ente§   tiE2mpos.

La  titulaci6n   dE  gI`upo§  §ulfhidrilo§  totales  §E  Ef`EBtu6   dE

la   §iguiEnte  m@nel'a:      §E  dializ6   la  quina§@  f`o§fomeval6nica,   pl'ing

Ilo   contra   tamF]6n   fo§fatD   dE   F]otE]§io   10  mM   pH   7,5   Sin  merc@ptc]etonol

y  luego  contl`@  clot.hidl`ato   dE   guanidina   6  M  preparg}do   En   tamp6n   f.o§

fato   10  mM  pH  6,5.     DE8pu€§   de   la   tli61i§i§   8g   aju§t6   el   pH   a  a,2

con   HOH   v   E}e   llev6   a   un   volumen   dE   0,98  ml   con   tamp6n   f`o§fEito.      §e

agl.Eg6   0,020  ml   de   DTNB   4  mM   y   §8   regi§tr6   la   vol'iaci6n   dE   ab§DI`bE}n

cia   a   412  nm  en   el   E§pEctrof.c]t6metl`D   Varian   Techtl`on   635   dul`ante  90

minuto§  a  tempEI`atura  ambiente.     El  blanco  Et]ntenla  la  mi§ma  canti-

dad   de  DTNB  en  la   §oluci6n   dE  Glmhidrato   r!o   guEinidina.
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M.     Efecto   dg  2,3-butEinc]dic]na   §obre  la  quina§a   foEifomeval6ni-

Ca,

§e   pTob6   el   Efecto   tlg  la   butc]nc]tlic]na  agregando   EBte  I.eacti-

vo   a  I:oncE!ntrat=i6n  7  mM  a  la  quina§a  fo§fomeval6nica   En  tamp6n  bo-

I`atD   60  mM,   pH   7,89   dE   a[LiEI`dc]   a   Riol`dan   (50).      Lo   rEacci6n   Be   E-

fEBtu6   a   250   y   §u  cul`§o   §e   E}igui6   dul'ante  3D  minuto§   tomand.   a   tiem

F]]§   aprc)piado§  mueBtl`a§   de  0,Dl  ml   y  en§c]yandc)   inmediatamente  lo   aE
I_

tividad  dc3  la  enzima.     El  efecto  de  lE]  pl`E§Encio  de  log  §u§tl'ato§

se   F]I'ob6   agl`ggando   butanodiona   a  la   enzima   pl'E!incubada  pHr   5  minu\-

tos   cDn   MVA-P   a   con   ATP   y  Mgc12.

N.     DEtgrmin@ci6n   dg   la   I:ompD§ici6n   aminoac:Idica   de  1o   quina-

sa   fo§fc}mEval6nica.

1.     Determinaci6n   dEl   tl`iF]t6f.ano.

Ccimo   El   tript6f.ano   se   dB§truyB  pop  hidr6li§i§  acid@,   e§te  a

minoaiL`1c]o   §e   determin6   e§pec:trofotc]m€tl`icamentE   de   acuel`do   al  mGto

do   dE   EdElhoch   (51)   quE   con§i§tE   En  medir  lag   ab§orbancia§   dE   lc}

protElna   a   200   y   288  nm   en   clDI.hidl`atD   de  guanidina   6  M  prepal'atlo

en   tE]mp6n   f.c]§f'atc]   20   mM,   F]H   6,5.      El  m6todc]   permit;a   dEterminar   §i-

multanEamente   tirDE5ina   y  tpipt6fano   si   §E  conDCE   el   cc]ntEnidD   de

cistina§.     Coma   1@  @t]sorci6n   dEl   tl'ipt6fano   Es  cBI'ca   de   4   vece§   1a

de  la   til'oE5ina   en   sLi§   re§pectivc]§  maxima   de   ab§DI`ci6n,   1a   pl`Eci§i6n

En   la   e§timaci6n   del   pl`imel`   aminoaBido   E3s  mui=ho  mEjor  quE   la   c]el

§Egundo.      El   contenido   dg   ambc]§   Eiminoat:ic]08   §e   puEdE   estimal`   de   lag

absol'bancia§   a   288   y   280   nm   y   dE!1   c3onot:imiento   dE   log   cc)E!ficiE3nte§
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de  Extinl=1fin  molar  rE!E}olvigndo  lag  dog  ecuaclones  91mult6neas:

E2aa     =    Ntry4.015       +       Mtyr385

E2sD     r     Ntry5.69D       +       MtyT1.2B0

en  quE  Ntry  y  Mtyr  repre§Entan  el  namgra  de  moles  dB  tript6fBno

V  tiro§ina  reaF)EctivEmEnte.     Log  valorEs  dE  extinB16n  E§tan  ba§a_.

dc]s  en  log  I:ompuegtc]9  modelc]§  N-al=etll-L-tl'iptof`anamida   y  Elv-

Tyr-mv.

La  quina5a  fo3fBmEval6nic@  hc)mog6nea   §e   dializ6   §ucEgiva-

mentE  contl'a  clc)rhidl`atg  dE  guanidina  6  M  en  tamF]6n  fo§fato  dE  pE

tasio   10  mM,   pH  6,5,   1uEgo   cc]ntl`a  un  gran   volumen   dE  tamp6n  fo§fE

to   lD  mM  ha§ta  que  nc]   gE  encDntr6  ab9orban[ia  detectable  a  260  nm

en   El   tamp6n   dE   diali§iB,   y   f.inalmente  I:c]ntra   la   ac]luci6n  aTE.`-`clc]I.-
hidrato   dE   guanidina  6  M.     I:c)n   E!§tE  trai:omiEntc]   §E  consigui6  eli-

minar  g1  ATP  qua  contenla  la   soluci6n  dE  Enzima  purlficada,   rE§ui

tante   dE  la   eluc3i6n  de  la  I:c]lumna   de  g]zul-dextranc]-§epharD§e.     §E

I.Bgistr6  EI   E!§pectro   dE  abBol'ci6n   dE  la  quina§a  fo§fomEval6nica  eE

trE   250   y  400  nm   E3n   el   g8peBtrofc}t6mE!tro   c]e   dc]ble   haz  Bal`y   118  I

en  cubetas  dE   1   cm  de  pa§0  6ptico.     En  la  cubeta   dg  rEfE!I'Emcia   §e

coloc6  1a  Boluci6n  de  clorhidrE]to  dE  guanidina  y  se  aju§t6  1o  ll-

nEa  bags  utilizando  El   §i§tema   dE  autocompEn§ac:i6n   dE  rEndija.     U

na  vEz  ajustada  la  llnea  base  §e  reemFIlaz6  el  t]1ancc]  pop  la  mues-

trE]   y  §e  registr6  el  e§pectrc]  de  la  Enzima.     LOB  valores  de  ab§or
_

bant3ia  a  2BD  y  288  nm  fueron  leldos  dirEctamEntE  del  Eapectl.a  I.e-

gi§tl`adD.
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2.     An611sig  de  amino6cldog.

La  muestra  de  quinc]§a  f.o§fomeval6nica  enclorhldr8to  de  guani

ding  6  M  obtEnida  sggdn  BE  descl`ibE  En  el  p6rrafo  anterior,   §Edig.

Iiz6  exhau§tivamente  contl'a   varlo§  cambic]s  de  @gua   dE!§ionizada  a

fin  de  elimin@r  totalmente  lag  sales.     §g  apartoron  0,05  ml  pan

mEdir  el  contEnlc]D   de  pl'Dtg±na,   y  el  I'e§to   §e  dividifi  en  dc]s  par-

tee   de   135  Hg   dE!  enzlma  Gada   uno,   colc]c6ndolas   En   tubos   de   12  x

100  .in  cuidadosamEnte  lavado§.     §e  lic]filiz6  a  sequedad  y  luEgo  a

cE]da  mugstm   se   agl`Eg6   0,6  ml   de  Hal   6  N   y   E!e   BE116   bajo  nitl`6gg-

nc].     Unc}   dE   ella8   §g   hidl`oliz6   []ul'antE   24   horas   y  1o  otm   dul`@nte

48   hc]I`aB   a   11D°.

El   an6li§i§   cJe  aminoaBidos   §e  hiz-   en  un  onaliz@dor   de  ami
_-

nDacic]os  BEckman   120  a.     De  cads  mue§tra   §e  aplic6  0,2  ml   a  la  co

lumna  bfi§it:a   y  0,2  ml   a  la  column@  6cida.     El   reglstl`o   dgn§itom£-

tl`ico   8g  hizo  utilizEindo  lo   e§gala   E!xpandida   del  in§tl'umento   (0,n-

0,1   unitladE§   de   ab§cl'bancia).     Lo   c3oncE!nl:I'aci6n   de   cac]a   aminoac:itlo

E!e  e§tim6  dE   log  trazadc]§   den§itc]m6trico§  En  comparaci6n   a  log   va-

loI`e§   pl`e§entE]do§  pop   aminoficido§   patrone§  F]rogE§odo§   de  manEm   §i
_-

milal`   a   la  muE§tl`a   de   Enzimc).
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ftE§uLTADO§

A.     Purificaci6n  dg  la  quinaBa  fo§fomeval6nica.

1.     Expel`imento§  preliminElrE§.

§e  probal`on  divel'§a§  combinE]cioneg  de  metodo§  pol'a  purifi-

car  la  quint]§a  ft]§fomeval6nica.     Log  antet3Edente§  di§pDnible§  §E-

fialaban  qug  e§ta  enzim  §e  encuEntra  en  la  f`racci6n  Soluble  del  hoI
nc}geneizado  celular  de  hlgado   y  en  menor  I:DncentrE]ci6n  -  all`edEdor

de  la  t3uarta  pal`te  -en  I'elaci6n  a  la  quina§a  meval6nlca   (2,   19).

LciB  metodc]§   pl'eliminare§   de   purificac3i6n   de§cl`ito§  cc]mprEndlan   la

preparaci6n   de  Lin   §obrenadante  obtenido  pop  prec3ipitaci6n   dEl   homo
_

geneizado  cc]n  §ulfato   de  pl`otamina,   frat=ciDnamiento  con   §ulfato   de

amDniD   y  ad§ol'ci6n  en   gel   de  fo§fato   c!E  calcio.     E§te  altimo   debs-

rla  ad§orber  §elgt3tivamE!nte  la  quina§a  meval6nica  dEjando  la  quins

sa   fc)§fomev@16nica  En   el   §obrenadantE.

El     prob|c3ma          dE  la  pul`if.icaci6n   §e  abord6   f.I`accionando   di
L=

rEctamente  I:on  §ulfato  de  amonio  el  8obl'Enadante  obtenido  pop  cen-

trifugaci6n  clel   homogenEizado   de  hlgado  a   100.000  x  9  durante  45  mi
L=

nuto8.     PrecipitEindo  lag  ppotelnEI§  con  la   gal  a   difel.erite§  cc]ncen-

traciones  §g  e§tableci6  quE  el  I'ango  6ptimD  de  precipitEici6n  de  la

Enzimo   §E   obtenla   EntrE  3D   y  6D  %  dE   §atul'aBi6n.     La   ad§Drci6n     en

gel  de  f.o§fato  de  ealcio  de  la  fl`acci6n  Dbtenida  pop  pl`e€ipitaci6n
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cc]n   aulfato   dE  amc]nic]   en  EI   Bortg  indicadci,   no   rE§ult6   En  Lina   sE-

paraci6n  6ptima   de  lag  dos  quinasa§  y  Eidema§   §g  pl'c]dujo   uno   p£I`di

da   significativa  clB  unidades  de  quina§a  fci§fomevol6niEa.     En  ct]n-

§ecuencia,   la   Eid§DI`Bi6n   E!n   gel   de   f'osfatc}   de  calcic]   fug   desc}al'ta-

da,

El   comF]c}I`tamiento   de   la   quina§a   fc]§fomEval6nic:a   En   DEAE-cE'=

luloE}a   §E   E§tudi6  aplicando   a  iina  column@  de   DEAF-celulc]§a   equili

brada  con   tanp6n   fD§f.atci   dE    potaE!io   lD  mM  a   pH  7,5     el  matel`ial

pl'EcipitadD  con   §ulfato   de  amonio  EntTe  30   y  60  %  dE  §aturaci6n,   y

lavando   luego   con  I:DncEntl`aciDneB  creciEntEB   del  mismo   tamp6n.     La

gnzima   eluy6   con   uno   concEntrE]ci6n   de   fD§fato   100  mM®     En   la   F}ul`i-

ficaci6n  §e  opt6,   Llno  vez  aplicada  la  muE§tia  a  baja  fuepza  i6nica,

pcir  lavar  la  columna   I:on  tamp6n  fo§f@tu   50  mM,   F]H  7,5   y  luego  apli-

car  un   gradients  c!e   fo§fato   entl`e   6D   y  250  mM.

La   hidrc)xilEIFiatii:a   se  en§av6   Con   el  matBri@1   pl`ocEdEnte     de

la   I:01umno   dg   DEAF-cElulo§a   y  tambiEn  t3on  el   obtenido   En  Bio-GEL

P-150,   E§tE   all:imo,   uno   etaF]a  mfi§   dE   i]ul`ificaci6n.     En   el   primer   ca
_

sc],   la  enzim@  flue  retEnida  pc]r  la   hidl'oxilapotita  y  §e  eluy6  dE  E-

lla   Eon   f.osfE]to   de   potaBio   50  mM,   pH  7,5.     En   el   segundo   caso,   con

un  material  mLieho  mag  purificado,   la  quina§a  f'o§f`omeval6nica  no   sE

I`E!tuvo  pEro  §1  t]tra§  protelna§  contaminante§.     §e  t]pt6  pop  utilizar

E§tE   gEl   c]e§pu6.§   de   la   etapa   dEI   Elic]-Gel   P-150  pop  obtenel'§E  un   Pen
'_-,

dimiEntD  m6s  §ati§fE]ctc]I`iD.

El  cc]mpol.tamiEnto   de  la  Enzima  en  azul-dextl`ano-§ephal'osg,

prepal'adD   cc]mD   §e   describe   E!n  la   §ecci6n   I   dg  M6tc]do§,   §E     E§tudi6
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ccin  la  preparaci6n  obtenida  de  la  columna  de  hldrcixilapatita.    El  pf

llmero   fug  equilibrado  en  tamp6n  Tri§-Hal   10  mM  pH  7,5;   2-mercc]ptc]e-

tanol   10  mM;   gllcerol  10  %.    La  enzima  fug  retenida  cuontitatlvamgn-

tE   en   gate  matel.ir..   v  se   eluy6   con   HB10,3  M  o   I=c]n  ATP   10  mM.     La   re
__

cuperacl6n  fug `del  oI'den  dE  60  -80  %,   c]t]tenl6ndo§E  un  material  praE

tlcamente  homog6neo  pop  electrDforesl8  en  geles  de  pollacrilamlda.

Egte  m6tcido  8e  edopt6  en  la  purlfLcaB16n  final  dE  la  qulnasa  foBfc)mE

val6nlca.

Otro8  §Lf!tenE)8  de  purlflcacl6n  Enaayadc]B  fueFon  log  8lgulen-

tea:

-    Pollmina  P.     E8te  rEactlvo  se  prob6  t]1  D,05  %  anteg  v  dE8pLeB

del  froc€ionamlento  del  Extracto  I;I`udD  con  sulfate  de  amonlo.     §1

blen   §e  con8igui6  algan  grado   tie  purlflcacl6n,   EI  I'B§ultadc]  nc)  Be  COE

sidel'6  satlsfactorlo.

-     BID   Gel   P-60.     E§te   pc)1imEI'o,   empleadc]   En  e8tudios   de  peso  mc]1ecE

lap  de  la  quinaga  fo§fc)mev@16nica  dic]  pop  I`e§ultado  uno  pul'1ficaci6n

considerable  de  la  enzlmn.     §e  utillz6  unc]  columna  de  1,6  pop  80  om

v  9E  equlllbr6  En  tamp6n  Trl8,   Bomo   §e  describe  en  la  §Eccl6n  G  1   de

MGtc}dc}§,   c]   blen   en   tamp6n   fc}sfatc]   de   pc]ta§io   10  mM   pH   7,5;   2  mercap-

toE}tanB1   10  mM.     SE  apllc6   1a  mue5tl`a   procE3dEnte   de  la   etapo   dE     hi-

droxilapatita  con  un  flujo  invertidD  de  lD  ml/hora  obtEni6ndo§e  uria

purificaci6n     dg  2,2  vet:e§  cc]n  uno  actlvidad  espgcffic@  dg  9-10  U/mg.

-     ADP-§epharo§e   y  ATP-§ephal.ose.     §t=   pl'epal`6  ADP-§Epharo§e   pop   dos

m6tc)dc}s;   El   primel`c]   acoplando   hexanc]diamino   y  el   §egundo,1@   c]ihidm

cida   dEl   acidc]  ad±picc]   Began  Lamgd  y  cc]1.''  (52),   a  la   §epharo9e  Qcti-

vada  con   bl.c]mul.c]   dE  cian6genD   en  acgtc]nitrilo   Began  March   y  cc]1.   (38).
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ATP-§ephal`ose   §e  pl`ei3apfi   poll   el   §egundo   de   e§tc]§  metodo§.     El   gradc]

dE!  su§tituci6n  de  la   §epharosE  I:on  cLlalquiEra  de  log  dos  bl.Eizog   §e

e§tim6  cc)n   trinitl`obent:eno   E3ulfc)nato   (53).     El  nucle6tido  oxidadD

con   pBI`yc]dato   En   ..   ost3urid@d   §e   hizc]   rEat:cic)nap  con   la   §Ephal'ose

§u§titulda.     El  cc]ntenido  de  nucle6tido  unido  al  pc]1im.el`o  §g  deter-

min6   de  ac}uerdo  con  Failla   y  §anti   (54).

La   quinE]Ba   fDsfomEVE]16nica   prc]cedente   dE   la   columna   dE   Bio-

Gel   F]-150  fug   rEtEnida  pc3r  ADF-§ephal.o§E  preFiamda  utilizandc]   hexang

diamina   cc)mo   espaciador,   pen  nc]   F}or   la   pl`Epal`ac]a   I:on   la   c]ihidl`acida

c!el   6citlo   adfpico.     En   el   pl`imEI`   ca§o,   1a   enzim@          eluv6   del  F]01±me

pD   cc]n   iin   gradients   dE   HCI   C]-0,4M.    La   I)ul`if'icG[i6n   fug   Sin   embal`gD

pc]c3D   §E]ti§factc]I`ia.     Prc]bablemEntE   la   unifin   tie   la   Enzima   al   pollmE!I.0

oc3ul`I.i6   F]c)I`   intel`cambio   i6nic3c]   ya   qua   El   mGtor.c]   c!e   prep@I`aci6n   dE   tie
__

I.ivado§   dE   agaI`o§a   t=on   hExc]nodiamina   gEnel'a   grupog   de  i§oul'ea   ionizf

bles   cDn   pH   de   10,4,   dE  modo   qLiE   a   pH   7,5  no   Estf.n      di§ociado§   y   prE

sentan   c@rga   pt]§itiva   (55).     Lo   ATP-§eFlhal`c)§E   retuvo   pal`t=ialmEnte  lo

Enzima   del   mi§mo   gI`ado   dE   nul`ifiga[i6n   qua   la  tl`atodc]  poll  ADF]-§Epha-

I'c]§E,    y   se   pudo   eluil.   cc]n   ATP   10  mM.      EI   I'endimientc]   nc]   FUG,    Sin   em-

bargo,   sati§f`actc]I`io,   tanto  poll  la  poc}a  cantidad  dE  Enzima  retenitla pop

E|  Pclll"3ro,        como  pop  el   gmc!c]   dE  purifiBaci6n   all:Einzadc].

2.     M6tc]do   de  pul`ifiEaci6n   Qdoptado.

Toda§   lag   opel`at:ionB§   fueron   E!Fectuada§   a   0-40,   a  mE3noB  quE

§E   sefiale   de   otrD  mcldo.
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a)     Preparaci6n  dgl  extl'actc]  crudc].

Un  kil6gramc]   de  higado  fresco   dB  i=gI.do   Be  cort6   en  tl'ozos  pB-

quEfic]s   §obl`E   una   t]aBe   de  mE]dEra   eon   un  cuchillo   afllado   y   §e   homc]ge-

nE3iz6   gn   tamp6n   fo§fato   dE   potEsio   10  mM,   pH   7,5(1)   gn   un   homogenEi-

zadol.  Haring  BlenLJor  a  maxima   velocidad  Bincc)   vgce§  c]ul`antE   20   sc3guE

dos  cc)n   intel`valc]§   de   un  minuto.     El   homDgEneizadc]   sg   filtl'6   a  tl'av6s

tlg   4  cE]pa§   de   gaga   y   Be   cEntl`ifug6   a  8.000   x  g   durante   10  minutc]s   en

El  rc]tc]r  G§A   de  la  c}entl`1f`uga  §orvall.     E1   §obrenadante   §e  cEntl`ifug6

a  43.500  x  g  pc]r  20  minutos  En  el  I'c]tol'  §§-34  en  la  migma  centrffuga.
i=

El   nuEvo   §obl'E3nadante   se   centl`ifug6   a   10G.ODD   x  fl  dul.antE3   45  minutos

en  el   I'otc]I.  Tipo   35   dE!   una   ultl`acEntrlfuga   Beckman  mc)delo  L5-40,      En

tubc]§   de   polic@rbcinato.     El   §obren@dantg   dc3   100.ODD  A  §E   filtl.6   a   tl`a
_

v6§  de  lane   de   vidrio   Entre  capas   CJE  gaga   a  fin   dE   remc]vE!I`  material

lipldico .

b)     FI`agic]namiento  con   gulf.ato   dE  amonio.

AI  Bxtracto  crudo  c]btenidc]   En  la  E!tapa  antel.iol`,   mEntenido   en

un   va§D   dE  prEclpitado   En   hlE!1o,   se  agrEg6   lentamente   y  Bc]n  Eigltaei6n

Suave,   §ulfato   de   amoniD   §61idD   ha§ta  uno   conBEntl'aBi6n   de   30  %dr   E]E

turaci6n.     La  cantidad  c!E  §al  agrEgadQ  a  coda  porc}entajE  de  §aturocifin

Be   calcul6   cc]nsitlgl`andc]   base   la` E!olubilidacJ   a   25C]   (sDluci6n   gatuliaclci

e§  4,1  M   y  requiEI'e  767  g/1).     Tel`minada  la  adici6n   de   9ulfato   dg  amo
_

nio   se   clej6  ogitanc!D   suavEmente   durantE  3C]  minutc]s   y  luego   §E  centri-

fug6  a   15.000  x  g  En  el  rotor  §§-34  LIE  la  centrlfug@  §oI`vall.-
\\.,

(1)A  menc]§   que   8e   §efiolE   gxprE§amente,   todo§  log  tampc]nEs  utilizadc]s

en  la  prEparEici6n  y  mantenci6n  de  la  quinasa  fosfomEval6nit:a  conte
nlan   2-meI'EaptoEtanol   lD  mM.                                                                                          -
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A1  8Dbl`EnadE]ntE3   §e  agreg6  mag   aulfato   de  amonio   de  modo   de   EIEval`  la

concentracl6n  de  1@  sol  al  60  %  de  §atul'aci6n,   procEdiEndose  en  for-

ma  Similar  al  pa8o   anteriDr.     El  precipitado  30-60  %  9e  9ugpendi6  en

apl'c)ximadamentB   400  ml   de  tamp6n   fo8fato   c]e  pota§io  5  mM,   pH   7,5   y   ae

dializ6  contra  5  litro§  del  mi§m  tamp6n   1  mM,   pH  7,5,   dul`ante   18  ho-

I'a§,  'con  un  cambio   En  e§te  tiempo  a  lag   ID  hora5.

a)     CIc]matc]gI`afl@   gn   DEAF-i=glulc]§a.

Al  material  dializado  de  la  etapa  anterior  §g  ajust6  el  pH  a

7,5  con   HOH   y   EiE   diluy6   con  tamp6n   fosfato   1   mM,   pH   7,5  a   fin   de   ba-

jar  la   conc]uctividad   de  6,5-12  mmhc]   qua   §c]11@  pl'E§entar,   a   all`EredDI'

de  3-4  mmhD.     E§te  material  §e  aplic6  a  una  columna  de  DEAF-celulo§a

de   3D   x  6,4   I;in  Equilibl.ado   can   tamp6n   fc)sfato   lD  mM,   FiH   7,5.      §e   em-

ple6   Lin   f.lujo   de   145  ml/hol`a   Con   ayutla   dE   uno   bc]mba  F]el`i5t6ltica.     U

na   vEz   aplicada   la  muestI`o,   sE   lav61a   cc]lumna   cc]n   7  litrc)E5   de  tamp6n

foElf.Elto   50  mM   y   E!n§eguida   §e  aplic6   un   gI'adignte   lineal   dEl  mismo   tan
_

p6n   fo§fato   Entl'e   60   y   250  mM   (1,61   dE  c/u),   cDlc!ctfindose   fraEt=ionE§

dE  20  ml.     EI   I'E§ultado   de   E§ta   eluci6n   §E  pl`EE)Enta  En   1@  figura  a.El

eluldo  con  la  mag  alta  actividad  e§peclfic:a  §e  concentl'6  EIgregenrfusul-

fato  de  amonio  al  BD  %  dE  aaturaci6n.     Despu6§   de  cEntl`if`ugor  a   27.000

X  A  dul.ants   10  minutos   (§§-34,   §c]I`vall),   el  prEciF]itado   §e  su§pEndi6

en  el  minima   volumen  dE  tamFi6n  fo§fE!tc 10  "  (50rfo  mllLa  pul`if.it:aci6n

alcanzada  en   B8ta   etapa  fug  dE   27-32  vE!ces  en  I`glaci6n  al   Extl`actD  Eru
___

do.     La   enzima  qued6  libl`e   c]E  fosfatasa9   y  NADH-c)xida§E]§  quE   intel`fi-

riEI`an  con  el  engayo  E§pectl`Dfotom€triBo  de  activldad.
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Volumen de  Elucl.ch  (Iitros)

Figura  8.     Pul`ifii=aBi6n   de  la   quina§a   fo§fomeval6nica   En   DEAE-celu
lo§a ,
§e   uti|iz6   una  columna  dE  30   x  6,4  c=m,   equilibrada  ct]n

tamFi6n   f`o§f`atc]   dE   pota§ic]   10   mM,  .pH   7,5   y   a   ella   BE   aplic6   1a   E301u
ci6n  proteica  contEniEndo  la  quinasa  fD§fl]mEval6niBa,   obtEnida  POE
fl`at=cionamiEnto del  extl`a[to   BI'udo   Ban   gulf.ato   dE   Elmc]nic].     una   vez
aplic}ada   la  mueE3tra   §e   lav6   1a   cl]1umna   con   7   1itl`oE3   de   tamp6n   ft]§-
fato   de   Flota§io   50  mM,   pH   7,5.     §E   hizo  pa§al`     En§Eguida   un   gradien
te  de  fD§fato   de  pota§io   EntI.E  60  -250  mM   (1,6  +   1,61),   al  mi§mo-
pH   y  §E  colEt:tal`on  fl.ac:cionE§  de  20  ml  a  un  flujo   de   145  ml/hal.a.
En  El  grafit:c]   §e  pl.E§enta  §6lo  la  eluci6n  I:on  El  gradients.
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d)     Cromatograffa  en  Big-GE!l  P-150.

La  soluci6n  prc}tEica  dE  la  etapa  anterior  §e  aplic6  a  una  cE

lumna  de  Big-Gel   F'-15D   de  75  x  5  I=m  gquilibl`ada  con  tamp6n  fosfato

dg  pota§io   10  mM,   con  un   flujo   invE!rtidc]   dB  2D  ml/hora.     Uns   vc3z  a-

plicada   la  mueBtl'a,   §e   eluy6   cc]n   El  mi§mo   ti]mp6n   10  mM  pH  7,5   y   §e

cBleBtarc]n  fl`ac€ione8   dE2   1D  ml.     El   perf.il  BromatDgl'afiEc]  obtenido

E}c=  muEEtra  en  la  figure  9.     §e   juntal'on  lag  fracclDne§  con  la  mag  a|

ta  activldad  e§peclfic:a   y  81  elulc]o     selEccionado  8e  concentl'6  pc]I`

ultrafiltraci6n   En  una  celda  Amit3on  utilizandc]  una  membrana  llM   ID,

haBta   un   v[]lumen   de   10-15  ml.     A   la   E50luci6n   ccint:entl`ada   §e  agreg6

91icepol   ha§ta  I:oncentl`aci6n   de   45  %  v  §e   gual`d6   en  congGlador  a

-200.  .     La  Enzima  guardada  en  e§tas  t=ondicione8  es  eatable  pop  val'ic}s

mesE§   v   dE   a§te  modo   §e   almaeEn6   El   f`in   de   juntEir  matel`ial   de   val'ia§

preparaciong§.     La  purificaci6n  alc3anzada  en  e§ta  etapa  vari6  entl.a

4D0   y  6D0   vEce§  en   I.elaEi6n   al   c3xtraBto  cTudo.

La   cc]lumna   de  E}ic]-Gel   P-150           §Epal.a  c:c]mpletamEntg   la   quina-

Ba  fo§fomeval6nit3a  de  la  quinasa  meval6nica.     Esta  altima,   pop  tEmer

Lln  r]eso  mc)let;ular  mayc]I`   qua   la   pl'imE!I`a,   tiEne   un  menc]r   volumen   de   E-

1uci6n.     E§tE   het=ho   §e   ar]roveBh6   pal`a  obi;Enel`  quinasa  meval6nic3a   con

el   objeto   dE   pl`eparar  MVA-P   sE!gdn   aE   dE§cl'ibe   en   MEtodc]B.

a)     Cromatcigraf±a     En  hidl'Dxilapatita.

La   FlrepE]I'aci6n   enzim6tit:a   pI`ocedgntE   dE   la   cc]1umna   de   Bio-EEL

P-150,   previEl   diluci6n   1:3  E!n  tamp6n   fosfato   lD  mM  papa  bajar  la  cc]nL=

centrac:i6n  dg  glicert]1,   §e  aplicfi  a  una  cc]lumna  dE  hidroxilapatita

(Bio-GE!l   HTF')   dE   la   x   1,6   c3m   eciuilibrada   c;on   tamp6n   fo6fatD   10  mM.
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F.igul`a  9o     Pul`i.fi[aci6n  de  la  quina§a  fo§f.omeval6ni[a  Fior  filtraci6n
En   Bio-BEI   P-150o

La   quina§a   f`o§f`omeval6ni[a,   F]I`Eviamente   pul`if`i[ada   F]BI`
cl`c]matogl`affa   en   DEAF-c}elulo§a,   §E   aplic6   a   una   I=t]lumna   de   75   x   5   cm
de  Bio-Gel   P-150,   Equilit]I'ada   Eon  tamp6n   fl]§fato   de  pota§io   10  mM,
pH   7,5.     §e   Eluy6   t=cin   El  mi§mt]   tamp6n   v   §e   colectarl]n   f.rat=cionE§   de
10  ml   I=I]n   f`1ujo   inveI.tidl]   de   20  ml/hal.a.
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La  columna   8e   lava  1uEgo   Ban   7D  ml   del  mi§mo   tEimp6n   y  8e  colectarc}n

fracciones  de  2  ml  a  un  flujo  dE  30  ml/horEI.     La  Enzima  no  e§  rete-

nlda  pop  la  hidroxilapatita  en  eBtag  cbndicione§  v  Sale  Junta  con  el

lavado.     Otl`as  prote{na§   §1   §Dn   I`Etenidas   v  puedEn  §er  elulda3  cDn

ec]ncentl'aciones  mag  alta§  de  fo§fato   (Fig.10).

§e  Boncentl`Eil`on  lag  fl'accic]nE§  I:on  mayol`  actividad  espEclfica

poll  ultrafiltraci6n  en  mEmbrana  Amicc]n   UM   10  hasta  un   volumen   de  2-4

ml   v  el   ultrafiltrado   BE  gual.d6  en  glit3Eml  al   50  %  a  -20Q   ®     La  pu-

rif`icat:lan  alcanzac]a  en  e§ta   etEipa  fug   dE   1.ODD  a   1.700  veces  en   I`e-

1aci6n  al  extl`acto  crudo.

f)     Cromatografla  en  azul-dextranc}-§ephElrose.

El  matel`ial  pmcEdentE   dE  la   EtEr]a  antel`iDr  §E   diluy61:3  con

tamp6n   TI`is-HC1   10  mM;    2-mel'cE]i`]toE3tanc]1   1D  mM.      §e   utiliz6   coma   Bolun
__

na  una   jel`inga   hipod6rmica   dB  30  ml   c}onteniE!ndc]   e§te   vc]lumgn   de  azul-

dextl'ano-SEpharose,   pl'eparada  segdr  §e  de§Bribe  en  la  §Ecci6n  E  de  M€
___

todos.     La  columna   §E   Equilibr6   Ban  tamp6n  Tri§-H[1   10  mM  pH   7,5;   2-

mercaptoetanol   lD  mMi   glit=erol   10  %.     §e  aplic6  la  mue§tra  colgt=t6ndg

sE  frac3cionBs   dB   2  ml   a   un   flujc]   dE   30  mL'hora   y   §8  lav6  en§eguida  cc]n

40  ml  del  miE3mc]  tamp6n,   con  lc]  cual  eluyen  protelnas  contaminante§.

La  aluci6n  de  la  quinaEia  fc]sfomeval6niea   §e  efEctu6  hacienda  F]agal`  60

ml   del   miEmc]   tamp6n   dE   lavado   pErc]   conteniendo   ATP   10  mM   (Fig.   11).

§e  juntamn  lag  fraccione§  Ban  ac3tividad  enzim6tica,   y  el  elufdc]  se-

leccic]nadc]   BE  concEntl.6   pc]r  ultrafiltl`aci6n   en  membl`ana  Amic:on   uM   10:

haata  un  vc)1umen  dE  3  ml.     A  la  §oluci6n  dE  enzima  purificada   se  agrE

96  91icerc]l   ha§ta   el   50  %  y  8e  guards  a  -2D®®.
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F.igul`a   10.     Pul'ificaBi6n  de  la  quina§a  f.o§fomeval6niBa  En  hidl'oxila
patita.
La  Enz.ima,   ya  purificada  pop  cl.I]matogl`af.1a  en  Bio-Gel

P-150,   §e   aF]lic6   a   una   columna   de.1B   x   1,6   I=m   equilibl`ada  con   tam-
p6n   fosf`Eito   10  mM,   F]H   7,5.      §E  colet:tal`on   fraccil]nE§   dE   2  ml   a     un
flujci   de  3D  ml/hora.     una  vEz  aFilicada  la  muE§tl`a,   §E   lav6  I:on     El
mi§mo   tamp6n,   F]I`I]ducifndo§E   la  Eluci6n   de   la   Enzima.     En  El   punto
indit:ado   Fiol`   la   f`1E[ha,   §E   lav6   la   Bolumna   t3on   tamF]6n   f`o§fE]to   0,5  M
t=on   1o   c}ual   eluyen   protElna§  I:DntaminantE§.
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Figul`a   11.     Purificaci6n  dE  la  quina§a  fo§fl]mEval6niEa  en  azul-
dextl`ano-§Ephal`o§E.

La  .quina§a  fo§fc]mEval6nica,   pul`ificada  pot.  hidl.I]xilapa-
tita,   §E  aF]lic6   a  una  EDlumna   de  .azul-dextranD-§eF]hal'B§E  de  7,5  x
2,4   cm.     El   pollmel`o   §e   equilibl`6   con   tamp6n  Tris-H[1   10  mM,   FiH  7,5
conteniendo  2-mel`captoEtanol   10  mM  y  glit:Erol  al   10  %.     §E  [01ecta-
ron  fl`a[[iBnEs   dE  3  ml   BDn   un   flujo   dE  3D  ml/hDI`a.     una  vEz  aplica-
da   la  mue§tl`a   (10  ml),   §E  lav6   c:on   40  ml   de  tamp6n  TI`i§-HB1.     En   el
punto   indiBado   pc]I`   la   flet:ha   §e   Eluy6   I:on   ATP   lt]  mM   en   El  mi§mo   tarn
F]6n.     La   at]§ol`banBia   a   280  nm   §61o   §e   I`Egi§tl.6   ante§   de   la   adit=i6n-
del  ATP.
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Log  I`g§ultado§  obtenido§  gn  la  put.ificaci6`n  de  la  quinasa  fog

fDmEval6nica   §e  mue§tl`an   En  la  table   1.I    La  aBtividad  e§pEcffica,.de

0,0088  u/mg  eneDntl`ada  en  el   extrat3to  BI`udo   §ut]e  a  69   U/mg  en   la   en-`

zima  purific:ada,   c]E.    .iiendc]§e   una   purif.icaci6n   de  mag   dE   7.800   vece§

con   un   I`endimiento   dE  9,3  %.     El   pmcedimiento   I`epEtic]D   varia§   vECE§,

dio   I'E§ultados   §imil@I`E§.

3.     E§timai=i6n   de   la   pul'Eza   dE!   1a   enzima.

§E  utiliz6  1a  elec:trofopE§i§  En  gele§  dE  poliacrilamida  I:Dn

cont=entraciongB   de   at=I`ilamida   del   10,    11   fi   12  %.     La   cc]ncentl.aci6n   a__

pl`c)piada   de   E§ta     dltima   en   log   gEIE§   §e   g§tablec:i6   de§F}u6§   dE   val`io§

Bn§ayc]§   F]rEvil]E}   en   qua   E5e   ubi[6   1a   []o§it:ifin   de   la   quinaBa   fo§fomE!val6

nica   col`tandc}   log   gele§   tl`an§vE3rBalmEntE   en   §ecBionE§   de   2  mm   y   efEc-

tuandc]   el   gn§@yc]   de   at=tividad   §Egfln   §e   de§c;I`ibE   en   la   §ei=ci6n   F   dE   Me

todo§®

La   figura   12  mue§tl.c]   gelE§   de   poliaBTilamid.a   al   10  %  de   una

mue§tra   de   E2nzima  obtenida  pop  hidroxilapEitita   y  tpatada   de§puE§  poll

azul-dextl`anc]-§ephal`o§e.     E§ta  altima  etapa  repre§enta  uno  purific3a-

ci6n   dE   8   vecEs   cc]n     pe§F}Ec3tc]   a   la   etapa   antEI`iol`.     El   gel   Ng   2   cD-

rl`e§pondE   a   una  mue§tra   de   E3nzima  purificad@   E!n   azul-dextl`ano-§c2pha-

ro§e  col`tado   longitudinalmEntE   v  tefiido  t3on  azul   de  [oomaB§iB.     El

trazado   den§itc]m6tl`iBo   de   E3§ta  mitad   de   gel   §E   F]I`eBenta   en   la   figur@

13,   en   quE  tambi6n   §E  mue§tl`a   el   En§ayo   dE  actividEid   Efectu@do   eon   la

otI`a  mitad   dBl   gel.     Hay   uno   t=orl`e§pc]ndenc}ia   F)E3I'fecta   entre   la   at:tivi

dad  enzimatiBa   y  la  protEina  a§c]ciada.     La   figura   14  pl.e§Enta     geleE!
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Figul.a   12®     Elegtl`ofol`e§i§  En  gEIE§  de  poliacl.ilamida   de  la  qui
nasa   f'o§f`omeval6nica  pul'if`iEada  pot.  hidri]xilapEltita
y  azul-dextl`anc}-§epharo§e.
La  electl`of.ore§i§  §e  efec:tu6   en  tubo§  cillndl.icc}§  de

0,6  cm  de   diametro  cc]n  acrilamida  al   10  %.     El   gel  NB   2   §e  col`t6
1t]ngituclinalmEnte   y  sE  tifi6  una  mitad;   la  c]tl.a  mitad  sE  de§tin6
papa  En§ayci   de  actividad.     1)   35Hg  de  Enzlma  put.if.icada  pop  hi-
drcixilapatita,     2)   23 /jg  dE  enzima  purificada  pc}I`  azul-dextl`ano-
§ephal`o§e,   3)   14 +g  dE  Enzima  purificada  por  azul-dExtl`ano-§EphE
I C' § e .
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Figul`a   13.    TI`azado   dEn§itc]mEtl'it:a   dE   gel   dE  poliaBI`ilamida   dE   qui-
nasa  fl]§fDmEval6nica  y  aBtividad     enzimatil=a  a§ociada.

Una  mitad   del   gel   NEE   2   pl'E§Ent;ado   En   la   Fig.   12,   §E   eDI'
t6   En   §EBBionE!§   de   2  mm   Fial`a   el   En§ayo   de   al=tividad   enzimatit:a   (A)-
v  la  otra  mitad  §E  tifi6  con  azul  dE  [ol]ma§§iE   (a).     El  trazadl]  dEn-
§itomEtl`ico   §E  efEctu6   utilizandci  un  acBe§i]I`il]   dE  rEgi§tl.a  par.a  gE-
1E§   al:oF]lado   al   e§pEBtrof`ot6metl`t]   Val`ian  Techtron   635,   a  600  nm   y  a
una   vElocidad   de   25  mm/minuto.     La  aBtividad  Enzimatica   §E   expre§a
en   unidadE§   pl`E§EntE§   en   t=ada   tl'Dcito   de   gel.
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Figul.a   14®     EIEctrofc]re§i§  En  gele§  dE  poliacl`ilamida   de  la  qui
nE]§a  fo§fomeval6nica  pul.ificada  gn  azul-dExtrano-
§ephaI`o§e,   a   dos  conc}entl'acionE§   difgrEntg§.

La  Electl`oforEsis  §e  ef'ectu6  en  gele§  con  acrilami-
da   al   11   %.     Lag  cantidadE!9   de   Fil'otelna   aplicada§  fuEron:      1)
5  Hg   y  2)   12 +g.     Lag  condic:ione§   expel.imEntaleB   Be   dg§cribgn
En   Metodo9.
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al   11   %  dE  la   Enzima  pul`ificada  a   dc]§  cc]ncentracionEs   difEI.gntes   y

lt]s  trazado§   dEnsitom6tl`icc]§  col`Te§pondiEnte§  apal`ECEn   en  la  figum

15.     La   Elet=trofol`E§i§   de   la   quina§a   fc]§fomeval6nica   F]ul`ificac]aien

pl`E§encia   dE   §DS   al   I,1   %,   demostr6   F]I'e§ental'   uno   sc]la   bandEl,   cc)mo

§e  describe   Em  la  §E3cci6n  a  dE  RE§ultado§,   indicando  qua  la   enzima

e§  un  mc]n6mem   c}  bien   un  olig6mBm   de   §ubunidades  igualEs.

4.     Contenido   dE   quin@§a   fosfc]meval6nic3a   en   g1   ExtI'at:tc]   cl'udo.

En   el   enBayo   eBpet:tl`of'c]tc]m6trico   nor.mal   dE   la   enzima,   En   tom

pan   fc]§fatc]   de  pota§io   10D  mM  pH   7,5,    1   ml   del   extl`acto   cl`udc)   contie

ne  0,49   unidadE§   dE  at=tividad.     §upc]nien[jc]   que  no   §e  pl.oducE   ilnaBti-

vaci6n  a   activaEi6n   de   la   enzima  en   El   I:ul`§c]   de  la  pul.if it:aci6n,   1  ml

tie   extl`acto   cl'udo   [ontiene  0,t]071  mg   dE  quina§afoafGmBval6nic}a.    Bc]mD

1   ml   de   extractc]   crudo   cc]ntiE3nE   all`edEdor   tie   56  mg   dE   pl`otEina,   la

cantidad  de  quina§a   fo§fomeval6nica   §E3   E§tim6   en  I,0127  %  dEl   tc]tal

de  pl`otelnas   Bc]lublE8   dEI   Extracto   c3rudo.

a.     PropiedadE§   dE   la   quina§a  fc}§FDmE3val6nica.

1.      Detel`minaci6n   dgl   F]E§o   mc]1Eculal`.

El   pesc]   mc]1eculal`   dE   la   enzima   §E   determin6   poll   tl.E§  m€todc)a:

Ei)      BI`omatogl.af£E]   En   Bio-GEL   P-6D.

El  compc]rtamiento   de  la   quina§a  f`oE]fomeval6nica  en  Bio-Gel

F]-150   u§ado   en   la   pul`ifiGaci6n   de  la   enzima,   E3n   quE   6sta   Eluye  muy
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F.iE}ura   15.     TI`azado§   den§itomftriEo§   dE   lc]§   gE!lE§   dE   polia[rilamida
pl`EsentadoE3   En   la   Figura   14.

Log   I`Egistro§   fuel`on   gfEt=tuado§   a   6t]O   nm   y   a   una   vElot:i
dad   dE   25  mm/minuto.     El   gel   1   [ontenla   5 +a   dE  pl`otEina   y   §E  utilE
z6   una   e§I=ala   dE   absorban[ia   dE   0  a   0,5;   El   gel   2  c=ontenia   12  Hg   de
F]I`otEina   y   EI   I`Egi§tm   §E   hizo   I:I]n   una   e§I=ala   dE  at]§orbant=ia   dE   0   a
1,0.
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atra§  del  grue§o  de  lag  pl.t]tElna§,   §ugiri6  que  la  enzima  era  de  bajo

peso  molecular  e  inferiol`  a  la  quinasa  meval6nica.     Se  pl`Epar6     una

columna   de  Bio-Eel   P-60   de   1,6   x  82  cm,   coma  se   de8cpibe   en  MEtodo§,

equilibrada   con   Tri§-Ht:10,01   M,   pH  a,0;   HEl   t],1   M;   EDTA   1   mM;   2-

mel'captoEtanol   10  mM.     Log  mal`cadore§  de  peso  molecular  conoBido  uti

lizado§   fueron   pepE3ina   (35®000)(42),   quimc}triF]§in6geno   (25.000)(42),

citocromci  a   (12.400)(40)   e   in§ulina   (5.750)(43).     La  f.igura   16  muB§-

tl.a  el  I.Eeultado  de  I`epl`E§entar  log  cuDciEnte§  gntl`e  log  volamene§  de

Eluci6n,   (VE)   y  el   vl]1umen   de  exclu§i6n   (Vo)   en  f`unci6n  de   log  pesos

moleculal`E§  en   E§cala  lcigarltmic;a.     §e  puede   Estimar  un  pesc]  mc]lecu-

1ar  de   22.5000  papa  la  enzima.

b)     GradiEnte   de   §acal.c]§a.

Log   gI.adienteE3,   prgparado§   coma   §e   de§c:ribs   en  Metodo8,   mo§tl.a

I`on  unB   I`Elaci6n   lineal   ent.I'E  log  logaritmoE}   de   lt]s  I)e§o§  molEc:ulaTE§

de  lag  pl.otefna§  utilizada§  c:c]mo   patrc}neE5: de§hidrogena§a  lactica

(140.000)(42),   albdmina   §6rica   dE   bclvinci   (67.000)(40)   y  t:itc}cromc]   a

(12.400)(40)   y  log  1clgal'itmo§   de   §u§  migl`acione§  corre§pondientes] dE

ducidasdel  ndmero   de  f.racciones   (Fig®   17).     Del   gI'afico  E§  pi]§ible  e§

tableBel`  un  I)ego  mBlec}ular  de  22.000  I)al`a  la  quina§a  fosfomEval6nica.

a)     Electrofore§i§  en  gele§  de  poliacl`ilamida  en  pl'EBencia  dE  dodecil-

§ulfato  de  §odiB  v  2-mel`captoetanol.

La  Elgctrofol.E§is  §e  efBctu6  en  plac:as  de  poliacl`ilamida  de

12  x   15   x  0,15  cm  con   una  concEntraci6n  de   at=I`ilamida   dE   11   %     en
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Peso  Molecular  (miles)

FiE]ul`a   16.     DEtEI`minaci6n   dEl   pE§.a  molecular   de   la  quina§a   fo§f.meva-
16nica   pc]I`   cl`omatogl`af la   dB   Ex[1u§i6n  moleBulal`   En   BiD-Gel
F)-60 .

|it]rada  [i]n  ::in:::]±=:§=::iB#u:#:  #  8;a;E::ipi88'm#  £6fAxiB:M?m2#:i
I:aptoEtanol   10  mM.      Lag  muE§tl'a§   fuel`on   aplic3ada§   En   un   volumEn   dE   1   ml
i=onteniEndo:       1,   in§ulina   (1tl   mE});    2,   Citl][I'omo   E   (5  mg);      3,   quimotl`iE

::n£::::in::aT:2±[: , d:E:::n:c{±:±E::.E§::[#±::a::n5:3  :7#ag:§p::#:::
§e   I=I]leEtal`i]n   fl`ai:BionE§   dE   2  ml   con   un   f.1ujo   invEI`tido   de   10  ml/hol'a.
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4   .      .6             10
N9   Fraccion

Figura   17.     DEtEI`minai=ifn   dEl   peso  molEt:ulal`   dE   la  quina§a   fo§fome-
val6nica   En   gradiEnte   de   cl]ncentral=i6n   de   §aEal`c]§ao

Log   gradientE§   §E   pl`eparal`on   Entl`e   5  -   20  %,   En   tamp6n
f.o§fatci   dE   pota§ic]   10  mM;   2-mercaFtoetanol   10  mM,   en   tubo§   dE   nitl`o
celulo§a   de   5  ml   F]ara   El   rotl]r  Su  65.     §E  centl.ifug6   durantE   17  ho=

:::in: :6!;D::);i:,i:1::::::I:: :::I:i::i:::::opt:i::??a; ,  ::§:::::.
gena§a   lactit=a   (I,1B  mg);   a,   quina§a  fo§f`omEval6niBa   (3   unidade§,
act.   Esp.   5,6   U/mg   dE   pl`otefna)a
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prg§encia  de   §D§  y  2-merGaptoetanol,   E3egan       se   §efiala   en  M6todo§

{Fig.   18).     Log  marcadol`es   de  pg§o  mcllgcular  conocido  utilizado§  fug
__

ron:     ovoalbamina,   43.000   (46),   quimotripsin6genc],   25.000   (42)   y  ci-

tocl`omc]   a,   12.4000   (40).        Cc]mo  la   elec}tl'oforeBi§   §e  rEaliz6   en  con-

dicione§  desnatul`antes,   §E  puEde  pen§al`  que  la  quina§a  foE!fomeval6ni

Ba  e§ta   e§trui:tul`ada  a  base  de  una   §01a  c}adena  polipeptfdica,   pue§tc]

qua   §e   encontr6   una   §ola   protef na   y  de  pe§c}  moleculal`  muy  ggmejantE

al  obtenido  pol.  otl.o§  m6todo§.     Del  graf`it:c]   de  logal`itmc]§   de   log  pe-

§o§  mc]le[ulal`es  en  funci6n   de  la  migl`aci6n  I`elativa   (Fig.   19)   §e  de-

tErmin6   un   pE§c]  mc}1ecular   de   21.t]OD   Fial'a   la   quina§a   fo§fomeval6nil=a.

2.     Detel'minac;i6n   dE   la   Bomposici6n   dB   amirtoacido§.

a)    Anali§i§  de  tript6fam.

EEte   aminclacido,   dE3bidc]   a   qua   E5E   de§tl.uyg   por   hidl`6li§is    .aci_i

da   §e   detelmin6   independientE!mEnte   pop  El  m€todt]   de  Edelboch   (51)   t3c]

mo   sE   de§Eribe   en  Metodo§.     §E   I'egi§tl`6   el   e§F]Ectro   de   ab§DI`ci6n   de

la   quina§a   fo§fomeval6nica   hc]mogGnEa   a   una   concentrEici6n   dE   183,5  Hg/

ml   en   clorhidl`atc]   de   guanidina   6M;   fo§Fato   de  pota§io   10  mM;   pH  6,5.

§e  utiliz6   el   e§pEctl`ofot6metl`o   de   dciblE3   haz  .ally   118  C.     El   e§pEctTo

§e  regi§tr6   entre   250   v  400  nm   (Fig.   20).     DEl   gI`af`ico   §g  obtuviel`on

ab§orbancia§   de  0,175  a   2Ba  nm   y   dE  0,24   a   280  nm.     Eon   egto§   dato§

§e  e§tim61a  concgntl`aci6n  de  tript6fano  mediante  la  ecuaci6n:

Ntrv     =     E208/3.103     -     E2Bo/10.318

En  que  Ntry     =    concentl`aci6n  molar  de  tl.ipt6fano.
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23

.J
Figure  la.     Electrofol`E§i§  En  gEl  de  poliacl`ilamida  de  la  quing

§a   f`c)§fomeval6nica   En   F]resen€ia   de   §D§   y   2-mel`captE
etanol,
La  electrc]forE§i§  §E  efectufi  en  una  placa  de  polia-

t:I'ilamida   dE   15   x   12   x  0,15  c3m,   con   uns   cclncEntl`aci6n   dE   aEril-
amida   de   11   %  En  pre§Encia   de   8D§  al   0,1   %.     Se   aplical`on     lag
siguientes   FII`c]telna§:      1,   quina§a   fo§fl]mevE]16nica   (1  Hg)   en   t3ua
dl`uplicado;   2,   c3itoi=I.cimo   I:;   3,   quimotriFi§in6geno;   4,   ovoalbami=
na.     Lag  mue§tl`a§   2,   3   y  4   §e   hiciEI.on   En   duplit=ado   ct]n   2,5  Hg
cada   una.     DtI'o§  dEtalle§  experimE!ntalE§   §e  incluyen   en  M€todo§.
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260   280  300  320   340  360  380   400
\ (nm)

Figul`a   20.     E§pEctro   dE  ab§or[i6n   dE  la  quina§a  fo§fomEval6nica  En
clDI`hidrato   de  guan.idina  6  M.

gi§tli6  en  ei::h::::::I:Ed:u::i::::in:  R:in::::::o( ::3;:t¢:{:L}D§:M:E
pH   6,5.     §e   utiliz6   el   e§peEtrofc]t6metl'o  [al`y   118  I   Ban  cubeta§  dE
1   Bin  de   pa§]   6ptico   y   1   unidad  dE   ab§oI.bancia   En   fondo   de   e§cala,
Bontl`a   E1    §olvEntE   EomD   E]1anc3D.
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€omo  la  Enzima  pogeE  §61o  un  reBiduo  de  ci§tElna  v  careee  dE

i=i§tina§,   §egdn   1o   revE16   el   an61isiB   dg  EiminoacidDB   (vel'  mag   adglaE

tE),   §E   dE§caTt6  la  ab§orbancia  que  pudieran  aportal`  eBto§  compues-

to§.     El  ndmero   de  mc}le§   dg  tript6fano  calculEldos  f.ug   3,93  poll  mol

de  Enzima   §uponiEndo   un   peso  moleculal`   dE   22.000   y  de   3,75   §uponien-

do  un  peso  molecular  de   21.000  pal'a  la  quinaBa.     El  cc]eficiente     dB

extinci6n  molar.  calc:ulado   a   200  nm   E!n   la   §olut3i6n   dBC10hidl.atl]   de  alanLL

nidina   fug   28.770   y  el   E|%cm  13,o8.     §e  c]btuvo   urla   I`az6n  A28o/A26o   de

1,4.

b)     DetE!I'minaci6n   de  la  ci§tglna.

E§te  aminoacido   §E!   dEtErmin6   titulando  cc]n   5,5'-ditiobiEi-(2-

nitrobenzoato)(DTNB)   el  ndmel`o  total   de  grupos   §ulfhidl.ilc}§  dE  la  en

zima,    En   I=lolihidl`ato   de   guanic]ina   6  M,   coma   §E   dE§cl`ibE   E3n   M6todo§.

A   109  +a   de  la   enzima   homogGnEa,   dializada   I=ontra  clc]rhidratc]   de   guE

nidina   6   M   E!n   tEimp6n   fo§fatc]   de   pc3ta§io   10  mM,   pH   6,5,    §E3   aju§t6   el

pH   a   a,2   y   §g   titul6   I=c]n   DTNB   0,08  mM,   en   un   volumEn   final   dE   1,0  ml.

La   vat.iaci6n   de   ab§c]rbancia   a   412  nm   BE   I.EgiBtr6   durantg  90  minutc]§

a  tempgl`atura  ambientE  En  un   e§pectrofc]t6metl.o   Val`ian  Techtl`on   635.

SuponiEndc]   un   peso  moleculal`  de   21.000  para  la  quina§a   fo§fc)mEval6ni_

Ba,   §E   c3alcul61,27  mc)lea   de   -§H   pop  mc3l   dB   Enzima;   §uponiendc}   un   PE

sc]   de   22.000   §E!   e§tim61,33  moles   dc3   -§H   pol`  mol   de   enzima.      En   I:on-

§ecuent:ia,1a   Enzima   pc}§eE   16   2  re§iduc]§   de   I:i§telna,   §iendo   11c]   Bi

fra  m6§  pl`obable.
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a)     Analigls  de  aminoaEido§.

El  analisi§   dE!  log  aminoficidos   se  efectu6  cc]n   dos  muE§tI.a§

de   135 Hg  eada  uns,   de  quina§a   fD§fc)meval6nicEI  homogenea  a  hidToli-

zada   en   HB16   N   a   1100   durante   24   y   48   horas,   Bc}mo   BE   indica   En  ME-

todo§.     §E  utiliz6   un   analizadc]r   dE  aminc]ficido§  Beckman  mc}delci   120  I.

El  rE§ultadB   BE  mue§tI`a  en  la  table  2.     §e  Db8erva  que  hay  una  €alda

dEl  ct]ntenido  c]e  arginina,   fenilalanina  y  metionina  a  lag  48  hol`a§

de  hidl'6li§is  en  rElaci6n  a  lag  24  hol`a§.     En   El  ca§o  dE!  1a  metioni-

na   §61o   §e   Encontl.6   E§tE   aminc]6I:ida   a   lag   24  hol`a§   de   hidl'61i§i§     y

no  a   lag  48   horas.     Otrc]§   EiminoaBido§  cc]mo   §el`ina   y  glicina   presenta1-

I'on   LJn   cBntenido  mayor  a   lag  48   hol'as.     F]ara   log  Balculo§   §E   tomaron

lc]§  mavol'Es     valol'Q8     encc]ntrado§.     En   la   columna   4   §e   preBE3nta   el

calculo   del   ndmel.a   dg  moles   de   cads   aminDficidD   pop  mol   dE!   Enzima.   P@

I.a   Ello   §g   §upu§c]   un   I`E§icluc]   de   mgtic}nina   pc]I`  mc}1   dB   Enzima.      El   trip

t6fano   v  la  ci§teina   §e  determinal'on  indEPEndientEmEnt;e,   comc]  se   de£

cribs   en  Metodo§.     La   §uma   de   log  pe§o§  mc]1gcularE§   dE  todo§  log   I.E-

§iduc}s   da   un   peso  mole.ulaI`   dE!   20.803,   1c]   qua   concuE!I`da   bastE]nte   bien

con  el  peso  molecular  dBtErminado  pop  otro§  m6todos.

3.     E§tabilidad  y  requel`imientc]  dE  ct]mpuesto§  sulfhidrilos.

Entre  lag  pocas  pl'cipiedade§  de  la  quinasa  fo§fc]meval6nica  de£

c}rita§,   E§ta  la  e§enc:ialidad  dE  compue§tc]§  §ulf.hidrilos  pal'a  la  man-

tgnci6n  dg  la  actividad  I:atalltit:a.     La  Enzima  de  hlgado  dE  cErdcl  e§

complE!tamentB  inhibida  pop  p-cloI'omercuribenzc]ato,   siEndo   el   efectc]

parcialmEntE   I`evertido   pc]r  2,3-dimel.caFltopl`opanc}1  a  glutatlc]n   (2).
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Tabla  2.     Anali§i§  dE  aminoacido§  dE  la  quinasa  fo§fomeval6nica®

Tiempo  de  hidr6li§i§
Re§iduo NEE   de   residuo

24  hora§                 48   horaB       mol   de   enzima

Hmole§  aminoac/mg  pl`ote±na

Li§ina
Hi§tidina
Apginina

0'2152

0 , 09a2
0 I 2732

A§partatc}   +  aE3pal`agina     0,3758

Treonina                                      0,1980

§gI`ina                                            0 , 2486

Glutamatc]  +  glutamina       0,5679

FII,01ina

Glicina
Alanina
Valina
Metionina

I§01eucina
Leucina

Tiro§ina
Fgnilalanina
TriptofanD(2)
Bi§tElna (3)

PeE}c]   molec:ulal`   Enzima

0 , OE)64

tJ , 3438

0 , 2945

0 , 2008

0 ' 0236

0 I 1390

0 ' 3683

0 , 0948

0'2512

0.1923

0 I 1076

0 ' 1960

0 , 3818

0 ' 1707

0 ' 3209

D'5a43

0'081D

0 ' 3835

0 I 2993

0 , 2240

0' 1365

0 I 3548

0 , 0889

0' 1317

20.a03

Lag  condicic]ne8   Expel'imentalEs   §E   de§BI`ibEn   en  M€todos.

i:;i:±::#::g:nE;:a::u;€::g:a::a:::::::{4;;:,:eenzfma.
Nc]   §e   detel`min6   El   ci]ntenidci   de   ami]nio.
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§e  comprc]b6  qLie  la  quina§a  fo§fomeval6nica  procEdente  de  la  eolumna

de  BID-Gel  P-150  §e  inactiv6  rapidamente  cuando   §e  Dmiti6  del  mgdio

el   2-met.captoet@nol,   I=ayEndo   la   ac}tividad   en   un  99  %  en   20   dlE]s.     EE

ta   preF]arai=16n,   cc]n   2-mel`caF]toetanB1,   eon   uno   actividad   eBPEclf.ic3a

dE  3  a  4  U/mg   de  protefna   v  una   eonBc3ntl`aei6n   de  protelnas   dE   3,5  a

5  mg/ml   se  mantuvo   inalteTada   pop  3  mE§e9   a   4°®     Lag   pl`eparacic]ne§

m6§  purificadE§  no   fuel`on   tan   e§tableB,   En  EstaE]  condicione§,   pgl`o

gual`dE]da§   Bn   tamp6n   foE3fatc)   a   TI`i§   10  mM   I:onteniendo   2-mel`captc]etanc]1

10  mM   y  glicerol  al   50  %  a  -200,   §e  conE}ervaron  con  poca  p6rdida   de

aEtividad  dul`ante   un   pel'Ioc]o   dE   60   dla§,   que   fug   g1  maxima   tiemF]o   qua

5E  necE§it6  almacen@rla§  ante§   de  sEI`  utilizada§.

4.     F{equEI.imiento   de  mgtalE!§   v  nuclE6tido§.

§e  ha   descl'itD  qua  la  quina§a  fc]§fc]meval6nica  de   divEr§a§  fuen-

tE§   rEquiEI`E   de  un   i6n  metalicD   divalentE  pare   la  actividad,   §iEntlc]

EI  Mg+2   el  mejor  activ@d@r   (1,   2,15).     En   la   tabla   3  puede   apl'ecl@r

§e  qua   el  Mg+2  pre§enta,   a   uno   concentl.Eici6n   5  mM,   el  mejor   EfBcto   @0-_-

tivante   §obl`e   la   enzima,   en   I.E31aci6n   a  Mn+2,   Zn+2   y  Eo+2,   m@nteniEmdo

el  ATP  I:on§tante  a  concentl.aci6n   2,4  mM.     En  la  figul.a   21   §e  muE§tm

El  ef`ecto   de   la  cc)ncentraBi6n   dE A   una   concentl.aci6n   de  ATP

2,5  mM,   1a   actividad   enzimatica   aumenta   ha§ta   5  mM   de   Mg+2   y   luEgo   §E

mantiene   con§tantE   haBta   12  mM.     Nc]   §e   pl'obal'on   cc)ncentracicmE§   §upE!-

riorE§,

EI   EfEcto   de   la   concentraei6n   dE!  ATP   §e   F]I`e§E2nta   en   la   f'igul`a

22.     E:n   pre§encia   de  Mg+2,   1@   vE!1Dcidad  aumenta   ha§ta   llegar     a   un
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Tabla  3.     Efecto  dE  divel'sc]§  cationEs  divalentes  sobrg  la
aetividqd  de  la  quina§a  fosfomeval6nlca.

MEtal At=tividad  relative

[1c)I`um   de  magneEiio

Elc]rurci   de  mangane§c]

§ulfE}tc]   de   zinc

§ulfatD  de  cobalto

100,0

65,2

56'1

63,6

En   un   volumen   dE  0,99  ml   §e   pTE3incubaron   a   300:      MVA-P
1   mM,   ATP   2,5  mM,   2-mercaptoEtanc]1   10  mM   y   el   corre§F]ondientg
metal   5  mM,   gn   tamp6n   Tri§-HC1.     100  mM  pH  7,5.     La   I'eacci6n   §e
inici6   agl`eganL'c]   0,01  ml   de  quina§a   fo§fomeval6nic:a   (15  mLl).

3  ::§n::t:::::gsc::  ::i:V°E:aA5;a:::£:c:::  :em:i::6H:::!c::a:D¥
tomftrit=amEnte   a   340  nm   utilizE]ndo   PH   y  LDH  cc]mc]   enzima§   auxilia
I'e§.     OtrD§   dEtallE§   Expel`imentalB§   §E   de§criben   gn  M6todc]§.   Log
re§ultado§  se  Expregan  en  poll  cientc]   de  la  actividad  c]btenida
con   Mg+2.
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6
Mg+2     ,mM,

Figul`a   21.     Ef`Ecto   dE   la   conc:Entl'at=i6n   dE   i6n   magnE§io   en   la   I.Eac;-
ci6'n  [atalizada  poll  1a  quina§a  fo§f.omeval6nit=a.
El   media   dE  .En§ayo   I=Dhtenia   NADH   0,24   mM;    ATP   2,5   mM;

PEF'   2,5   mM;   MVA-`F]   1   mM;    2-merEaF]toetanol   10   mM;    quina§a   fo§fomeva-
16nica   1B  mu   (a.to   e§F].   4,2   u/mg   de   pl'c]tefna);PH   y  LDH,   a   unidadE§
de   cada   una,   en   tamp6n  fl]§fato   de  pota§io   100  mM,   pH  7,5.     La  at:ti
vidad   Enzimatica  .E]§ta   Expl`E§ada   Bt]mo   log HmcilE§   de  MVA-P   fo`§forilE
dos/minuto   v  pl]r  ml   dE  la  §t]luci6n  dE   enzima  dE  la  cual   §e  tomalion
lag  mueE3tl`a§   papa   log   En§ayci§.
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1.0                1, 5               2.0               2,5

RIP   (mM)

Figul.a   22.     Ef`Ecto   de   la  concentl`ac3i6n   de  ATP   en  la   real:c:i6n   de  la
quina§a  fo§fomeval6nica.
El   media   dE   I`Eac3c3i6n.contEnfa   NADH   I,24   mM;

PEP   2,5  mM;   MVA-F'   1   mM;    2-mel'c:aptoEtanol   10   mM;    quina§a T:::gin:v:I,
16nica   lD  mu   (at:t.   E§Fi.   4,2   lJ/mg   de   Fil.otElna),   PH   y  LDH,   a   unidade§
dE   Bada   una,   en   tamp6n   f.o§fato   de  pota§io   10D  mM,   pH   7,5.     La  at:ti-
vidad  enzimatii=a   §E   exFil.E§a   I=omo   lt]§  Hmole§   de  MVA-P   fo§foriladl]§
F]oI`  minutt]   y   pol`  ml   de   la   §oluci6n   de   Enzima   de   la   cual   E3e   ti]mal.on
lag  allcuota§  pal`a  el   en§ayo   dE  aBtividad.     La§  EondicionE§  Eel  en-
§ayo   §e   de§EribEn   en   Metc]do§.
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m6ximo   a   uno   concentl.ai=i6n   de  ATP  de  apl`oximadamentg   2  mM.     DEl   gr6-

ficc)   §e   puede   estimar  uno   Hm  aparente  pal`a  el   ATF]   de  0,36  mM,   valor

del  mi§mo  orden   de  magnitud  al   de  la  Hm  verdedel`a  cuya   dEterminaci6n

§E   de§cl`ibe  mag   adElante.     En   E§tD§   exF)erimEnto§   se  obtuvo   la   veloc:i

dad  maxima   con   uno   I.az6n   Mg+2/ATP  =  2.     E§i:o§   d@tos  pel`miten   suponer

quE   El   vel'd@dEro   su§trato   de  la   enzima   E§   El  I:dmplejo  Mg-ATP.

§e   En§ay6   Edemas   El   gfEc:to   dE   ETP,   LITP   y   CTP,   a   Goncentl`aciD-

ne§   2,5  mM.     No   §e   ob§Erv6   con  ninguno   dE   ElloB   Eietividad   Enzimatic;a.

5.     EfEctc]   de   la  tempel`atul.a   §obTe  1@  g§tabilidad   dE  la   enzima.

§g   detel`min6  el   efEctD   de   incubal.  muE§tras  de  0,1  ml  de  quinE

§a   fosfomev@16nica   (act.   Egp®   10,6   u/mg   de  prc]tEina),   durante   5  minu

tog  a   difErente§   temperEtul`a§.     DE§F}u€§   de   enfl`iar   en   hiBlc]   §e  midi6

1a   a€tividad   tDmandD   allc:uota§   dE   D,01  ml   de  cada  mue§tra   de   enzima.

El   rE§ultado   §E   pl`e§Enta   En  la   i:able   4.     §e  ob§el`va  qua   a   F)e§E]I'   de   5u

b@jc]   pE§c)  moleculal',   la   E!nzima   c3§   ba§tante   inE§tablE   a   temper.@tul`a§

§obl,E   300.

6.     Efecto   dE   f.uerza   i6nicE).

§e  prob6  el   efecto  §obre  la  actividad  de  lEi  enzimo,   de  c}oncen

tl`acic]nE§  creEientg§  dg   fo§fatD   de   pota§io   y  de   Ht:i.     El   en§ayo   §e   hi-.

zo   en   tamp6n   TE§   pH   7,5   I:onteniE3ndc]   log   dEma§   t3omponente§   del   En§@vo

c3§pectl'c}fotom6tl`ict]   nc]I`mal   v  cantidade§   val'iable§   dE   fo§fato   dE   F]Dta-

§iD   a   de  Hel.     LD§   dato§   repl`e§E!ntado9   en   la   figul'a   23   demue§tl'an   quE3
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Tabla  4®     EfEI=tc]   dE   la   tgmpEI`atura   En   lEa   g§tabilidad  dE   la
quinasa  fo§fomeval6nica.

Temp:g:;ura                                         Activid?£)residual

30

35

40

45

50

55

60

1 t]0 , 0

88,5

78,7

55,a

47,5

23'0

8'1

§e   incubal`c]n  mue§tl`a§   de   0,1   ml   dE   quina§a   fo§fomevE]16ni-
ca   (Eictividacl  espet:£f'ica   10,6  u/mg   de  prc]tElna)   dul'antg  5  minu-
tc)§  a  lag   dif`erBntE§  tEmpEratura§,   Bn  tamp6n   fD§fatD   de  pota§io
10  mM;    2-mel't:aptoetanc]1   10  mM,   FIH   7,5.      Degpu6B   de   e§te   tiEmpo
§e  tl`an§fil`iErDn  lag  mue§tpa§  a  hielo   y  §E  determinal`on  lag  acti
vidadE3§   E3nzim6tiEaB   tDmandD   alfcuDta§   de   0,01   ml   pal`a   el   ensayD
espectrDf.otomGtrico,   seg&n   §E   c]e§cribe  en  Mftodo§.
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0,I            02            0.3
Fuerza      lo.nice

0.4            0,5

Figul`a  23.     Ef.e[to  dE  la  f.uerza  i6nil=a  §obI.e  la  actividad  dE  la  qui
nasa  fo§fomEval6nica.
El  media   de   I`eacci6n. contEnla   11   mlJ   dE   quina§a  ft]§fome-

val6nic:a   (act.   esp.   2,3   U/mg   dE   protelna);   NADH   0,24  mM;   ATP   2,5  mM;
F'EP   2,5   mM;
dade§;   LDH BM:::aa:E:T;E:V£::p:n

mM;    2-mEI`captc]etanol   10   mM;   PH   8   uni
TE§   100  mM,   pH   7,5   y  cantidade§   va=

I.iable§  dE  H[1  a   de  fc]§fatt]   dE  pota§io  pH  7,5.     La  actividad  enzima-
tica   §e   expl'E§a   eomD   IDs /[mole§   de  MVA-F]   fo§fDI`ilado§   F]or  minute     y
pDI`  ml   de   la   §01uBi6n   dE  Enzima   de   la   Bual   §E   tomaI`Dn   lag  allBuotas
par.a  el  en§ayc]  de  actividad.
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la  maxima  actividad  sE  obtiene  con  f'uErzas  i6nicas  de  0,1  -0,2.  El

re§ultadc]   8efiala,   adenas,   que  el  fo§fatci  nc]  e§  lnhlbidcir  dE  la  enzi
_

rna  y  la  calda  de  la  actividad  a  altas  concentracionB§  de  foE}fatc)  §e

debs  a  un  efgcto  de  fuerza  i6nica.     Esta  propiedad  §e  con§idEr6  en

el  ensayo  dE  actividad  dE  la  enzima,   El  cual  se  hizo  a  la  fuel.za  i6

nica  6ptima   (0,2).

7.     Ef`ecto   dEl  pH.

E§to§  gBtudios  §e  efEctual'c)n  utilizando  uno   Bel`ie  de  tampones

dE   Eood   (47)   en   el   Ensayc]   dE   la   ac}tividad   E3nzim6tica.     Ellos   fuel`on

log   siguientEs   en   EI   I'ango   dg  pH  qua   Be   indica:     ME§,   pH   5,5-7,0;   TE§,

pH   6,8-a,0;   BIBINE,   pH   7,8-9,5;   CAF'§,   pH  9,0-9,5.      En   cada   ens@yo   EiE

agregaron  0,01  ml   dE  quina§@  fo§f`c]meval6nica   conteniendo   entrg   12   y

15  mu,   a   log  i=omponentE§   dE3l   en§ayo  normal   en   el   I.e§peEtivo   tamp6n   a

c:t]nggntl`aci6n   100  mM.      §E   encontl`6   qLie   la   velocidad   de   reElcBi6n   aumEn
_

tfl   desdE  pH  5,5  hasta   7,5   y  luEgo   §g  mantiEne  con§tantE  ha§ta   pH  9,5

qug  fug   el  mag  alto  pl`obado   (Fig.   24).     EI   I.ango   de  pH  invB§tigado   eB

g1  mfiximo  que  permitE  el   En§ayo   e§pectrof`otometrico  acoplado.     La  e§-
tabilidad  de  la  enzima  a  log  diferentE§  pH  §e  prob6  incut]ando  una  mue§

_

tra  de  Enzima  de  actividad  especlfica  3,5  lJ/mg,   dul'antE   10  minuto§  a

00  en  log   difel`enteB  tampone§   de  Gocid.     Con  eBte  tl`atamiento   la   Emzi-
rna  rE§ult6   §el`  perfectamEntg  e§tablg®

Como  uno  aproximaci6n  a   1@   determinaci6n   de  re§iduo§   de  amino-

£cido8  que  participan  en  la  reacBi6n  catalizada  pop  la  quina§a  fo§fD-

meval6nica   §E   hizo   un  E!§tudio   c!E  lo  vari@ci6n   de  lag  velocid@dEs
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pH

Figura   24.     EfEt:to   dEl   pH   §obl`E   la   al=tividad   dE  la   quina§a   fo§f`omE-
valEinicao

El  medic]   de   I`'eacci6n   BontEnla   quina§a   f`o§f Dmeval6nit:a
(12   mu,   act.   e§Fi.   2,3   lJ/mg   de   pl`btefna);    NADH   0,24   mM;   ATP   2,5   mM;

:5:,265u::ia:::Lze5B::i  :::TPE:  :Tie::::::a=:::::::Lat:a:::n::a:i6n
100  mM.      La   ac3tividad   enzimatica   §E   exFil`Esa   [omo   1o§  HmDIE§   de   MVA-P
fo§forilado§  F]oI`  minuto   v  poll  ml   dE  la   §oluci6n   dE   Enzima   de  la
I=ual   §e   1:omal`on   lag  mtle§tra§  pal`a   el   en§ayc]   de   a[tividad.
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maxima§  apal'ente§   y  de  lag  con§tantes  dg  Michaelia  pat.a  el  MVA-P  y

91  ATP   en  funci6n  del  pH®     De  acuerdo   con   Dixon   (56).1o   repre§enta
=_=

ci6n  dEl  log   dg  V  max  a  del  pHm  en  funci6n  dBl  pH  permits  en  algunos

ca§o§  estimar  g1  pH  de  grupo§  perteneciente§  al  t=omFIIEjo  E-a,   a  la

enzima  libra,   a  al  §u§trato.     En  la  determinaci6n  de  lag  Hm  apal`entE§

par.a  el  MVA-P  §e  vari6  la  cont3entrogi6n   de   estE   Bustl.@to  entl`E  0,005

v  0,06  mM  a   concentl'aci6n   de   ATF'   constElnte   2,5  mM.     Log   demas   compo-

nente§   fuEron  lc]§  dEl   en§ayo  nc]I'mal,exceptc]  que   §e  agl`eg6  tambi6n   H[1

100  mM  pal`a  propol`cic}nar  el  H+  nEce§ario  pal`a  la  E]ctividad  tie   1o  qui-

naga  pil`avica   y  que   en  el  en§ayo  normal  E§  apc]rtado  pc]r  El   fosfoto   de

pota§io.     Lag   Hm   aparEnte§   pal'@   E!1   ATP  f.uEron   dEterminada§   en   c3ondi-

c}ioneB   §imilal`BB,   a   c3ono.ntrat:i6n   con§tante   de  MVA-P  0,75  mM,   vEil'ian-

do   el   ATP   Entl`e   t],1   v   1   mM.     Log   dato§   fuerc]n   pl`ocEsadoB  pop   un   pl'o-

gI`ama   de   i=omputaBi6n  hechc]   pan   dato§   ot]tenido§  pop  El  m€todD     de

LinEUElaver-Bul'k.     Lag  Vm6x  apal`Ente§   §e   obtuviel.on   dE   lag   inter§gccio

ne§   de   log   tl`az@c]c]§   Balc:uladD§   Flop   el   mismc]   F}rc]gI`ama.      La   figurD   25

mue§tra  El  resultac]o  al  utilizc}r  MVA-P  comc}  ou8tr©tc}  variabll..    Io  rE-
pre8entocl6n  de  log  Vmfx  ap.  en  func16n  del  pH  pl'e§ent6  uno  inter§ec-

ci6n   de  lag  tangente§  a  pH  6,55  con  uno  pendiente  de  0,57;   el   gI`6f'ico

log   1/Hm  prE§ent6  un  quiebre  pcisitivo  a  pH  6,5  y  un  quiebl`e  negativo

a  pH  7,9  con   una  pencliEntE   dE  0,23.     E§tc]§  I'e§ultados  no   son   f6ciles

de  intel`pretar.     La  I'Eprgsent@ci6n  del  log   de  Vm6x  en  funci6n   del  pH

puede  dar  informaci6n   sabre  gI`uFio§  ionizablE§  En   el  cc]mplejo   E§  y  El

grafico  pHm  en  funci6n   del  pH  pugdE  indicar  1@  preBencia  de  tales  gr±

poe  en  el  complEjo  E§  o  En  la  enzima  libre   (a   §u§tl`ato),   dependiendo
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6,0      6,5      70
pH

Figul`a   25.     Ef`ectl]   dEl   pH   §obl`E   IEl§   vEloi=idadE§  m6xima§   y   [I]n§tante§
dE  Mil=haeli§  aFial`enteE5  papa   el  mevalonato-5-fo§fatl].

nasa  fa§fDme::1:::::  ::  ::aE::€:  ::::E;::  :7m:nd:a:::::i::):  #±iHqui

8# ::itl:::§:;:DEMi  :::d:a:§TM;.%#±?  : I:;B:=:::=::::::a:::u::£E:;
en   tamp6n   100   mM   (MES,   F]H   5,5-6,5;   TEE,   pH   7,0-7,5;   BICINE,   pH   a,0-
8,5).     Lag  Vmax   fuEI`Bn   detel`minada§  F]DI'   Extrapolaci6n  a   concE!ntra-
ci6n   de  MVA-P   infinita,   en   la   TEpl`E§entac}i6n   dE  LineuEavEI.-Bul.k,   y
§E   expI'E§an   cDmc)   log  HmBIE§   de   MVA-P   fosfDI`iladD§   F]or  minuto   y   pop
ml   de   §oluci6n   dE  enzima   dE  la  I:ual   §e   tomal`on   lag  al£cuota§  papa   El
en§ayo  de  actividad.
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§i  la  inflExi6n  es  po§itiva  o  nEgativa.     En  Eimbos  tlpo§  de  rEpl`eBen-

taci6n  §e  I'eqi.iel`E  qua  lag  pendientes  sean  namel`os  enter.o§,   corl.e§-

pc)ndiendc}  ellas  al  cambic]  de  i=arga  que  §e  produce  en  el  complejo  en-

zima-8u§tl`ato  a  en  la  enzima  libre  en  el  I.ango  dE  pH  dadc].     Eats  in-

tgrpl.etaci6n,   pc]r  otl.a  parte  es  aplicable  §i  la  gnzima  fo]rma  un  §01c]

intermedial`io  enzima-§u§tratc].     En  la  pr6ctica,   log  valore§  de  pH  a-

palientes  pueden  a  no  coincidir  con  log  pH  vel`dadEro§  oan  Flal`a   log   §iE

tEma§  mag   §implg§   de  enzima§  con   un   §u§tl'ato®     En   el  ca§o   dE  la   quing

§a  fo§f`omevol6nica,   Eie  trata   de  uno  E3nzima   quE   cataliza   uno   I'eacci6n

gntre   dc]s   su§tl'ato§  en  qua   ambci§   su§tl.@tc]§   F}I`esentan   grupc]§  ionizable§

en   El   Tango   dE   pH   e§tudiado.      EI   ATP  pl`ESEnta   un   pH  6,97   y   EI   MVA-P   de

6,a   (Fig.   26).     La   di8minuci6n   dE   tim  papa   el  MVA-P  sobl`e   F]H  6,5  po-

dl`Ia   §implEmentE   I`Bvelal'   un@  mayor  aflnidEld  de   la   enzima  pop   la   forma

di§ot:iada   del  MVA-P.

0.     Detel`minaci6n  de  par6metl`05  cin6tico§.

Con   El   c]t]jEto   de   clEterIT:=nal`   log   paramEtl`o§   cinGticc]§   b6sico§

de  la  quinE]9a  fo§fomEval6nica   Be  Efectu6un  g§tudlo  de  velocidadE2B  ini

I:idles.     La   enzima  pliesent6  cc}mpc]rtamiEntc]   hiperb6lico  papa  ambos   §u§

tl`ato§,   el  MVA-P   y  el  ATP.     §e  midieron  laE!  velocidade§  inicialEs  v@-

I'iando  la  concentrac;i6n  de  un  §u§trato  a  dif c3I`ente§  concentracic)ne§

fijaB   del   c}trc]   §u§tl`ato.     La  quina§a   fo§fc}meval6nica   (10  mu,   act.

esp.   2,3   U/mg   de  protelna),   §e   hizc}   I`EEiccic}nar  en   el  medio   de   ensayo

usual   En   quE   g1   MVA-P   §e   vari6   entre   0,02   y  0,5  mM   y   el   ATP   entrE   0,2

y   2  mM.      Tanto   t3on   MVA-P   cc]mo   Ban   ATP   como   §u§tl.ato   variat]le   §e   obtuvo
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Figul.a  26.     Titula[i6n  at:ida-ba§E  dEl  mevalt]nato-5-fo§fati].
una   mue§tl`a   dE   MVA-F]   §e   11Ev6   a   F]H   9,2   Ban   HOH   y   §e

::::::a:::  Hi:PEE::a::np:::t::1::::0:::::i:::1::a:::u::rE::C::::0
vEntE®
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uno  familia  de  I`ecta§  que  §e  cortaron  a  la  izquiErda  de  la  ordEnada

y  mag  arrib@   de  la  absci§a  cuando  lc]s   dE]to§  se  repreBental`on  pop  El

m6todo   dE  LineueavEI`-Bul`k   (Fig.   27).     E§te  I`Esultado  es  tlpico     de

lln  mecani§mo   secugncial   de  acuel`dD  a     la  terminologla   dE  Eleland   (57).

En  |a  figura     28  eBtfin  repl`e8entado§  log  valc]res  de   1/Vmax  y  de     l@s

pendlentes  obtEnidos  par  el  m€todo  dE  Lineueaver-Bul`k,En  funci6n  dg

log  I`Eclpl`ocoE3   dE   la  concgntrac:i6n   dE  ATP.     E§tos   datos   onalizado§  mE
LL=

diantE   un   prclgliamE]   dg  computaci6n   pel`mitieron   e§timar  un   valc]r   dE   r{m

vEI'dadel`o   pal.a   el   MVA-P   de   7,5   x   10-5  M   y  papa   el   ATP   de   4,6   x   10-4M.

La  con§tante   de   clisot=i@ci6n  papa   81   primer  su§tratc]   §e  Balcul6   En

1,08   x   10-4.     E§tg   valor   e§  mayor  qug  la   Hm   del   MVA-P   y  menor   qua   la

Hm   del   ATP.      Eomo   en   E31   gI.fifico   dE   log   dDbles   I`ecipl`oco§,   tanto   E31

MVA-P  comc)   E!1   ATP  com   §ustl`ato   variable   dan  lug@r  a   uno   intgl'§ecci6n

mag  al`riba  de  la  @bsci§o,   e§to   §ignif`ica  qua  la  Hid  e§  mayor  que     la

l{m  papa   E3l   §u§trato  A,   de   ahl   entonces  que  g1   §u§troto  A  a  pl`imgr  suf

tl`ato   deberfa   §Er  EI  MVA-P.     En   lc]§  condi[iDm3§   experimEntale§  estu-

diada§,   el   pol`centajE   de  Mg-ATP   vari6   apl`oximEidamente   entl'e   un   95   y

un  99  %,   tie  tal  manera  qua  la  Hm  verdadera  calculado  pal`a  el   ATP  debs
__

rla   §er  muy  parecida   a  la  col`I`e§Flc]ndiente  al  complEjo  Mg-ATP.

a.     Inactivaci6n  de  la  quina§a  fo§fomEvol6nica  con  5,5'-ditiobi§-(2-

nitl`ol]enzoatc]).

§e  con§idel`6  de  intel`Gs  el  e8tudio  del  centl'o  activo  de  18  qiii

nasa   fc]8fomeval6nica,   coma   una   forma   de  abc)I`dal`   el  meGaniBmo   de  la
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Figura   27.     Efe[to   dE   la   cc]ncentrat:i6n   de  MVA-P  a   difEI`entE§   c}onBEn
tl`aBionE§  fija§  de  ATP  §obrE  la  velocidad  inicial  de  fa
rEac:Bi6n   dE   la   quina§a   f.o§fomEval6ni[ao

El`medio   dE   I`ea[ci6n   contenfa   10  mu   dE  quina§a   fo§fomE-
val6niEa   (act.   E]§P.    2,3   U/mg   dE   F)I'Dtelna);    NADH   D,24   mM;    F]EP   2,5  mM;

:::L8n5t:#6:-:::::E:0::a:::a::om¥iop:M:  :BH; ,: , u::::::§d:eL::d:a:=
I:Entl.acione§   rEqueridas   de  MVA-P   y  ATP.     La   aEtividad  enzimatica   §E
Expre§a   I=omo   log  HmolE§   dE   MVA-P   f.o§forilado§   F]t]I.  minuto   y   pop  ml   de
la   §olul=i6n   de   Enzima   de  la   cual   §e  tomal`on   lag  allc3ucita§  para  el   En
§ayo   de   actividad.     Otra§   Eondit=ic]nE§   Expel'imentale§   §e   deE3BI`iben   eF
MetodlJ§.
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Figul`a   28.     REpl`e§entac=i6n   dE   lag   pendientE§   E   intel`§eBc:ionE§   En
f`unc:i6n   de   la   I=onEentral:i6n   dE   ATP.

§e  utilizal.on   1o§  dato§  dE  la  Fig.   27.
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reacci6n  t3atalizada.     Coma  log  e§tudic]§   de     pH  de§crito8  no  permitiE

ron  establet:er  la  identidad  dE  grupo§  qulmicoB  importante§,   el  a§tu-

dic}   dE  e§tos   grupos   §E   efectu6   a   bElsE   dE   otros  ElntEcedEntE§.     El   rB-

querimientc)  de  compuE§to§  9ulfhidl`ilDs  pal`a  la  mantEnci6n  de  la  acti

vidad  gnzimatica  podla  significar  qua  El  a  lcis  residuog  de  ci§telna

que  pc]gee  la   enzima   e§tuviEran   en   el   cgntl.a  at=tivci   y  fueran   E§gnciEl-

lea  pEII`a   la  at3tividad.

§e  utiliz6  coma  rEactivo   de  gI`upo§  §ulfhidl`ilo§  E!15,5I-ditio

big-(2-nitl`obEnzoato),   (Peat:tivo   dE   Ellman,   DTNB),   el     cual   ha   §ido

ampliamentE2  utilizado  En   la  titulaci6n   y  modif`icaci6n  dE  grupog  Eiul-

Fhidl`ilc]§  dE  protelnas   y  enzima§   (49,58-64).     E§tE  rEactivc]   reaccio-

na   dE  manel`a  muy   E§pEclfica  con   lc]§   gruF}c]§   -§H   libl'es,   generando   1

mol   de   2-nitl.a-5-mel`[aptc]t]enzc]atc]   Fic]I`  mol   tie  -§H,   quEdandD   e§te  dlti

mo  unido  a  tl.av6§  de  un  EnlacE  -§-a-  al  otro  gI.upo  tionitrobenzoatc]

Eel  reactivo.     El  ani6n  tic]nitrobenzc]ato  libl`e  pre§Enta  un  inten§o  c}o
_

lop  amal'illo  el  cual  §e  utiliza  Fiara  cuantificar  log  gI.upo§  -§H  midieE

dc]   la   ab§cirbancia   a   412  nm.

1.     REacc}i6n   dE   inactivac:i6n.

La  reacci6n   §e  Efectu6  inEubando  la  gnzima  Fil`eviamEntE   dializa
__

da   (250  mu;   act.   esp.   2,5   U/mg   de   Firotg±na),   con   el   DTNB,   En   un   bafio

a   300   En   tamp6n   fo§fato   dE   F]ota§io   10  mM,   F}H   7,5o     A   tiempo§   aproFlia-

do§   §e   §acal'on   allc}uotaB   de  C],01   ml   par.a   el   en8ayo   de   actividad  coma

se  indica   en  Mgtc]dos.     La  F.ig.   29  prEsc3nta   el   I`esultado   de  inEubar  la

quina§a   fosfomeval6niBa  con   diferente§  concEntl'acione§   dB  DTNB.     La
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Figul`a  29.     Ina[tivaci6n   dE  la  quina§a  fo§fomeval6nic3a  ccin  5,5l-ditio
t]i§-(2-nitl`ot]Enzc]at;a.).

La   I`eat=c:i6n   dE   inac:tivai=i6n   §E   ef`Ectu6   a   30`]   inBubandc}   En
un   volumen   de  0,1   ml   la   Enzima   (250  mu,   act.   esp.   2,5  u/mg   de  Firotel-
na),   cl]n   DTNB   a   la   concentl`aBi6n   I`equel`ida,   en   tamFi6n   fi]§fato   dE   pot!
§io   10  mM,   F]H   7,5.      A   log   tiempo§   indicado§   En   la   figura   E!e   tomal`on
allcuota§   de  0,01   ml   Fial`a   el   En§ayl]   e§F]el=tl.ofotometrit:t]   de  aotividad,
de   acuel`t]o   a   lo   indiBado   en   M€todo§o
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inhibit:i6n   oI=url.i6   raF)idamente   en   lag  condicioneE3   §gfiEilEldas,   giEndo

maxima  a  log   10  minuto§   y  El  gI`ado  dE  inactivaci6n  dependi6  de  la  cc]E

cBntraci6n   de   DTNB.     A   ccincentllac3i6n   de   DTNB   0,1   mM   la   inEiBtivaci6n

fug  pl.acticamEnte  t[:'~.il  a  lcis  6  minuto§.     Una  mue§tra   control,   inc}ubE

da   En   cc]ndit=ionE§   §imilal'e§   Fiero   Sin   DTNB,   no   expEI`imEnt6   p€rdida     de

actividad   dul`antE   El   tiE3mpo   en   qua   se   E!fEc:tu6   el   EXFierimentc].

2.     REvel`E]i6n   de  la  inagtivac:i6n   poll  compuE§tos   Bulfhidrilos.

§e   pl`Db6   la   e9pecifieidad   [1c3   la   rEaBc3i6n   Entl'e   DTNB   y   grupD(§)

Bulfhidl.ilo(§)   dE  la  Enzima,   dBtErminE]ndo   §i   era  po§ible  revE!I'tir  la

inEIBtivaci6n   pc]I`  conc3entracione§   alta§   de  comFiue§tc]s   §ulfhidl`ilos.   E:n

la  figul`a   30   §e  pl`e§Bnta   EI   I`e§ultado   dE  la   adici6n   dE   2-mercaptoE=ta-

nol   y   ditiotl`eitol,   ambc]§   a  I:c}ncentraci6n   1   mM,   En   la   I.eat=c}i6n   de   in-

activaci6n.     El   2-mE:mE}ptoEtanc]1   I`evil'ti6   1a  actividad  a  un   30  %  v  El

ditiotl`eitol  a  mag  de  un  90  %  a  lag  cc]ncentl`acione§  indicada§.     E§to

dEmue§tl'a  quE  la  inactivat=i6n   de  la  quina§n  fo§f ]meval6nit:a   §e  produ-

c3E   dEbido   a   la   I`E3at:[i6n   E3ntre   el   DTNB   y   unc]   a   maE;   grupc]§   §ulfhidl`ilc]§

de   la   Enzima.

3.     Efecto   de   log   §uBtl`ato§  En   la  I.eacci6n   de  in@BtivaGi6n.

§E!   iriv@§tig6   EI   Efecto   qua   ejercfa   la   pl`E§encia   de  MUA-P   y   tie

Mg-ATP   en   la  mezcla   de   incubac3i6n   Bc]n   DTNB.      Papa   Ello   §e   agl`E396      El

reactivo  modificador  a  la  Enzima  pl`gincubada  a  300  con  el  rEspEctivo

§uBtrato.     La   figura   31   mue§tra   qua   EI   MVA-F]   a   oonc:Entraci6n   1,5  mM

pl`otEgi6  efet}tivamEntg  a  la  quina§a   fo§fomeval6nica   de  lEi  inat=tivaci6n
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Figul`a  30.     Efecto  del  2-mEI`captoetanol   y  ditil]trEitol  En  la  reac:-
ci6n  t]E   inactivaci6n  dE  la  quina§a   f`o§fomeval6nica  poll
5 , 5 I -ditiobi§-2(nitl`c]bEnzoato ) .

La   En2ima   (750  mu,   act.   E§Fi.   2,5   u/mg   de   F]I`otEfna),   §e
int:ut]El   con   DTNB   0,055   mM   a   300   En   tamFi6n   fo§fato   de   pc]ta§ic]    10   mM,
F]H  7,5   en   un   volumEn   de  0,25  ml.     §e  midi6   la  actividad  I`E§idual   du
I`ante   5  minutc)§.     A   log   6  minutc]§   §e  apal.talon   2  al£Buota§   dE   0,09
ml;   a  una   §E  agl`Eg6   2-mel`captc]etanol   y  a  la  otl`a   ditiotl`Eiti]l,   am-
bo§   a   conEEntl`ac}i6n   1   mM,   y   §e   [ontinu6  midiendD   la   actividad     dE
las  muE§tra§  tl`al:adas,   a§i   I=omo   la   dE  la  no   tratada  t3on   [ompue§to§
8u1f`hid1.i1o§.
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Figul`a   31.     EfEt=to   dE   lt]§   §u§trato§   en  la   rEacci6n   dE   inactivaBi6n
dE  la   quina§a   fo§fl]mEval6nil=a   Fii]r  5,5'-ditiobi§-(2-ni-
tl`obEnzoato ) .

enzima  (25o  ::,  ::::C:::o=:,:f:;::6d:g:::::!:a?|N:I:i:::b::aaa  ::a

::I::::6:  :::::::  ::np:¥:=:01;:  :#,Dp:D;,£Tp  f i:0:Mt:E#::2L:a:e:r'
dos   En   la   f.igura,   dE§F]u€§   de   la   adic3i6n   dEI   DTNB,   §e   tomEirc]n   mue§-
tl`a§   dE  0,Dl  ml   papa   el   En§ayo   de   actividad  enzimatit=a.
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producida  poll  DTNB.     En  ausencia  de  sustrato  ge  pl`odujo  una  pel'dida

caE!i   completa   de   la   activic]cid   con   D"E]   Cl,056  mM,   En  cambio   8n   Flre§en

cia  de  MVA-P  la  actividad   sE  I`LJdujc]   §61c]   ha§ta   un   70  %  de  la   inicial

al  cabo   de   30  minuto§.     En  El  mismo  gI`afico   §e  apl`ecia  qua  EI  Mg-ATP

no  ejerci6  ningan  efgcto  prc]tector  §obl`e  El  grado  cle  inactivaci6n  dE

la  enzLma.     E§to§  I'e§ultado§   E!ugiel`en  qua   la  quina§a  present@  al  me-

ncls  un   grupo   Bulf`hidl'ilc}   e§Encial   FIE]I`a   la   actividad  en   o   c=el'ca   del   si
_

tio   dE   uni6n   del  MVA-P.

4.     DetErminaci6n   dE!   lag   Hm  aFial`ente§   dE   la   enzima  modif.icada

con  5,5I-ditiobi§-(2  -nitro]enzoato).

§E   c]eterminaron   lag   Hm   apEirentE}s   paI'a   el  MVA-P   y   g1   ATP   ante§

y   de§pu6§   de  modif'ical`   1@   enzima   cc]n   DTNB   0,025  mM.     Log   Te§ultado§

§e  pregEntan   En   la   t@bla   5.     Lag  Hm  apal`entLJ§  pare  ambos   §ustl`ato§  re

sultal.c]n   igualg§  a  lag   de  1@  enzima  nativa.     §61o   lag   Vmax  apal'ente§

§E   viE!I`on   di§minuf da§.      La   enzima  modificada   cc)n   DTNB   u9ada   en   E3§te

expel`imentc]  I`etuvo   el   25  %  de  la  actividad  initial.     E§to§  I`Esultado§

indical.1an  que  el   reaEtivo  modifi€adol` da pDI`  re§ultado  la  fol`maci6n

de  un  producto  totalmEnte  inaEtivc];   1a  Enzima     parcialmgnte  inat:tiva-

da   constal`1a,   poll   1c]   tanto,   dE   dos   pot]1acione6   dE  mc)16cula§,   una§   com

plEtamentE  ac3tiva§   y  c]tl`a§  complgtamente  inactiva§.     E§ta   §upo§il=i6n

§e  eonfil`m6  dEterminando  lag  eon§tante§  eatalltiea§  de  la  enzima  homeLl

96nea,   antes   v   dE§pu68   de   §er  tr@tada   con   D"B,   de   acuE3I'do   a   como   §e

de§cl`ibe  en  la  §ecci6n  L  de  M6todo§   (titulaci6n  de  gI.upo§  §ulfhidl.i-

1D§).     La   cantidad  de   enzima   residual   §E!   Estim6  pDI`   diferE3nEia,
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Tabla  5.     Con§tantEs  cin6tlt:ag  de  la  quinasa  fo§fDmeval6nica  mc)-
dificada  cc]n  5,5'-ditiot]i§-(2-nitr®bt3nzoatc]).

MVA-F'

Enzima
Hmap.        Vm6x.ap.
(mM)         (.#mc]le§/min/ml) (:M;P.(uvm:f:;/:::/m|,

Ccintrol          0 ,084                   2,67

Modificada  o,082                   0,66

0,256                 2'20

0,266                  0,73

La   quina§@   fo§fc]mevalfinit:a   (5,5  unidadE§,   aEt
3:Etau::::E

minc]to§  a  fin   dE  inactival`  la  enzima   en  un   75  %.     La  incutlac:i6n
§E   BfEctu6   en   un   volumen   dE   0,22  ml   dE3   f.c]§fato   de   pota§iD   10   mM
pH  7,5   intrc]c]uci6ndc]§E   en§eguic]a   log   tubc]§   en   hielo.     El   t3ontrol
dE!   enzima   nc]  mc]dificada   §e   prE!pal`6   incubanc]0   1a   enzima   En   fol`ma
§imilal`   pel`o   Sin   DTNB.     Lag   Hm   @pal`ente§   fuEron   detel`minada§   v@-
I`iando   la   cc]ncentl.aci6n   de   MVA-P   entl'e   0,02   -0,125  mM   a   c}ont=En-
traci6n   de   ATP  c:Jn§tc]ntE:   2,5  mM   y  val`iandc]   1a   concentl`aci6n   de
ATP   entl`E   0,1   -1   mM   a   I=ongentl`aci6n   dg   MVA-F'   1   mM.

u/mg   de   pl.otelna)   §e   incub6   gDn   DTNB   0,t]25  mM   a
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I'eBtandc)   de  la   inicial,     la  cEintic]ac!  titulada  con  DTNB.     Log   valol'g§

calculadoB,   expl`Esadog  como  moles   dE  MVA-P  fo§fc]rilados/minuto/mol   de

enzima,   fueron  regpectivamente  609  y  635  papa  la  Emzima  nativa  y  tl`a-

tada  cc]n  DTNB,   valore§  qua   Son   e§encialmente  igualE§.

5.     Nflmgro   dE  gI.upo§   sulfhidl`ilo§  E§Enciales  papa  la  actividad

c:atE]11tica.

El  ndmEro   de  grupo§  §ulfhidl`ilo§  E§enciale§  papa  la  @ctividad

se  e§tim6  I:on  la  Enzima   homog6nea.     Par.a   ello   §e  I`elacion6  1a   p6rdi-

da  de  actividad  con  la  modifica[i6n  qulmica  de  la  enzima,   de8puGs  de

tl`atar   §epal`adamentB   dos  muE§tl`aB   de   e§ta   altima   ccln   D"B,   de   acuE2I`-

do   a   coma   §e   describe   E3n  la   gecci6n  L   dE  M6todo§®     En   la   f.igura   32   §e

mue§tl`a  el  re§ultado  de  gI`aficar  81  pol`centaje  tlg  actividad  I`esidual

en   funci6n   de   log  mc}lE§   dE  -§H  modif.icado§  pop  mc]l   de   enzima.     La   ex-

tl.apolaci6n  de  la  1£nea   a    actividad  cEI`o,   indica  quE  la  inat:tivaci6n

comF)leta   §e   produce  cuancjo   se  mocJif`ica   un   promddio   dg  0,98   gI`upc)a   sul
_

fhidrilo§  pop  mol6cula   de  Enzima.     Pol`a  el  c6lculo  §g  supu§o  un  peso

molecular  de  22.000  para  la  quina§a  fo§fomeval6nica.

D.     Inactivaci6n  de  la  quina§a  foBfomeval6nica  pop  piI.idoxal-5l-fo§-

f ato ,

La   Evidencia   de  qua  numero§a§  enzima§  que   requiel`en   de   §ustra-

tc}§   fo§fol`iladD§  presEntan   gruF]o§   amino§   en   E!l   §itio   de  uni6n   dE   f.c]§-

fato   (65-71),   c}I`igntal`on   log  e§tu[!itl§   hacia   la   bdsquEda  de   grupo§
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amino§  eBencialE§.     §E  utiliz6  coma  I.eactivo  modificador  el  pil`ido-

xal-5l-fc]Bfato   (PLP),   el  cual   ha   dEmo§tradc}   8EI`  uno   de  1o§  mag   espE

clfico§  pare  e§tog  E§tudlos  v  El  m6§  utilizado®

1.     F}eacci6n  dE  inac:tivaci6n  Con  pil`idoxal-5'-fo§fato.

El  efEcto   del  PLP  §obre  la  ac}tividad  dE  la  quinasa  fc]Bfomeva-

16nit:a   §E  a8tudi6   incubando   la   Enzima   (170  mu,   act.   esp.   10,0  IJ/mg

de  protelna)  a  300  con   PLP  en  tamp6n  fo§fato   dE  potasio   10  mM  pH  7,5;

2-mercaptc]Etanol   10  mM,   en   Lin   volumen   de   0,1   ml.     A   tiEmpo§   adEBuado§

§g  tc]maron  allcuc]ta§   de  0,01  ml     Fiara   el   En§avc]   de   actividad  cc]mc]   se

indica   en  M8todo§.     En   la   Fig.   33  sE  muE2stra  el  rg§ultadc)   dE   inc:ubar

la  enzima   con   difel`entE§   concentl'a[ione§   c]E   PLP.     §E   ob§EI`va   qua   I:on

uns  concentl'at:i6n   dBI  I.Eat:tivc]   0,D24  mM,   la   actividad  di§minuy6   ha§ta

mEnc]§   dB   un   40  %   dB   la   inicial,   y   t=c]n   una   concgntl`ac3i6n   0,045  mM   la

actividad  di§minuy6  ha§ta  un  35  %  de  la  init:ial   en   10  minutc]§.     [c]n-

cE!ntI`al=iones  mayol`E§   dE   PLF]   ha§ta   0,5  mM   no   FimdujEI`on   la   inaci:ivac=i6n

total   de   la   Enzima,   pE!I`manE3ciend[]   un   25-3t]  %  de   ac:tividad   I`E§itJual.

Exi§te   pop   lo   tanto   un   E2feBto   cJE!   §atul`at:i6n   En   la   exten§i6n   I   gI`adc]  mfiI_-_

xim]   de  inactivat=i6n   de   la  enzima  pop  F'LP.     En   un   gl`6fico   de   doblE§

I.Ecipl.oco§,   a   concEritl`E]ci6n   dE   PLP  infinite   §e   obtuvo   un   23  %  de   at3ti
_

vit]ad  residual   v  BE  [alcul6  Llna   conE}tantc!   dE   di§ociac:i6n  papa   el  com-

plE!jc]   Enzima-PLP   dE   0,t]072  mM.

A   f`in   dE  probar  el   gI'Eidc]   tie  egpet:ificidad   dE  la   reacci6n   §e   eE

tudifi   EI   Ef`Ectc]   clue   pl`c]dut:fan   an61ogc]§   tlel   PLP:      el   piridc]xal   (PL)

quE  gal.gce   dEl   gI.uF}o   fosfato   y  la   pil`idoxamina-5'-fo§f.atD   (PAF')     que
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Figura  33.     Inactivaci6n  de  la  quina§a  fo§fomeval6nica  poll  pil.i-
doxal-5 ' -fo§fato a
La   I`eal=ci6n   dE   inal=tivaci6n   §E   Efe[tu6   incubando   170

mlJ   de   enzima   (ac}t.   esp.10   u/mg   de   F]I`DtElna),    a   30C]   Con   PLP   a   lag
difel`ente§   concEntl`at3ione§,   en   tamp6n   fo§f`atD   de   pota§io   10  mM,
pH   7,5;    2-mErcaF)toEtanl]110  mM,   en   un   volumen   de   a,1   ml.     A   log
tiempo§  indicado§   En   la  f`igura,   §E  tomaron  allcuDta§   dE  D,01  ml
Flal`a   El   en§ayo   de   la  actividad  I`e§ic]ual   de  la  enzima.
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cal'Ece  del  grupo  aldehfdD.     En  la  figul'a  34  §e  muegtra  El  efeBto  dEI

pil'idoxal   cc]mpal`ado   con   el   F]LP  en   un   experimento   hE€ho   a  pH  a,0  En

tElmF)6n  TE§,     EI   PLP,   a   uns  cDncentraci6n  0,012  mM  inhibi6   1a   quina§a

f.c}gfomeval6nica   en   Eiprc]ximadamente   un   70  %;   En   I:ambic]   el   PL   a   una   cc]n
_

cEntraci6n   20   vel=e§   E3upel`iol`,   inhit]i6   861c]   en   un   25  %.     Pop  otra  p@r-

te,   la  PAP  a   una  cont=entroci6n  I,25  mM  lc]gr6  inactivar  la  enzima  en

un  valor  cercano  al  65  %  a  log   20  minuto§  .ac|nqLie  ccln   uno   vglot=idad

mag  lento  En  relaci6n  al  PLP  (figul'a  35).

2.    Rgversi6n  de  la  inactivaci6n  pop  li§ina  y  pot.  diali§i§.

La   rEacci6n  E3ntl`e  el  F]LP   v  la  quina§a  fosfomeval6nic@  podl`Ia

ocurril`  entl`g  un  gI'upo  amino   de  lc]  gnzima   y  El   gI`upo   aldEhf do   del   pi

I'idc]x@1-5'-fc]sfatc],   Ec]n   form@ci6n   de   uno  I]ase   de   §chif.f.        De   §Er  o-

§1,1a  I`eacci6n   det]el`1a   §er  rEvel`tida  agregando  uno  amina  primarla  r!

qua   compitiEI`a   con   log   gl`uF]oB   amino§   de   la   enzimo   pDI`   EI   PLP.     Ade-

ma§,   la` base  de  §€hiff  deberla  g§tabilizal'§e  F]or  rEducci6n  con  borD-

hidl`ul`c].     Otl`a  mane"   dE   revEI.till  una  base   de     §chiff  es  pc)I   diali§iE3,

con  1o  cual   §g  de§plaza  el   Equilibrio  de  la  I`g@cci6n,   qua  Es  muy  re-

vel`§iblE,   en  la  dil`ect:i6n   dE  ruptul`a  tlel  complejo.     En  la  figura  36

§E  muestl'a   quE   la   adici6n   de   li§ina   2mM   Ei   la   enzim@   inE]ctiv@da   I:on

F'LP  a  un   50  %  de  la  actividad  inic}ial   prc]dujo  uns   revgl`§i6n  a   un  80  %.

dE   dicha  actividad  en   50  minutDs.     En   El   mismo  gI`afiEo   §e  muE§tra   el

efecto   dE   agl`Egar  li§ina   de§pu€§   de  1o  adici6n   dE  NaBH4;   En   E§tE  ca-

§o,   ya  no  fug  F]o§ible  reactivar  la  enzima.     La  enzima  inactivada  eon

PLP  recuper6  ca§i   tntalmente  1@  actividad  inic:1al   degpu6§  de   §el`  dia-

lizada.     En   cambic],   tal   I`eat:tivat:i6n   no   Be   FII.odujc]   §i   pl.evic]     a     la
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Figul`a  34.     Ef.Ecto   del  pil`idcixal   §obrE  la  actividad  dg  la  quina§a
f`D§fomeval6nica.

La   I`ea[ci6n   §E  ef`ectL6   int:ubando  a   300   la   enzima   (288
mu,   act.   Esp.   3,5   u/mg   de   F]I'otefna),   en   tamp6n   TEE   100  mM,   pH  a,t];
2-mel'captDetanol   10  mM,   I:c]n  piridoxal   a  pil`idoxal-fi]§fato,   en     un
volumEn   dE   0,25  ml.      DE§FiuE§   dE   la   adiBi6n   de   uno   u   otrD   reactivo,
§E   tomal`I]n  muE§tra§   dE   a,Dl   ml   pal`a   el   En§ayo   de  la   actividad  en-
zimatic:a,   a   11]§  tiempl]§   §gfialado§   en   la  figul`a.
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F.igul.a   35.     Efet:tci   de  la  pil`idoxamina-5l-fc]§fatD   §ot]re  la   at3tivi-
dad  de  la  quina§a  fo5fomeval6niBa.

La   reacci6n   §E   E!f`Et:tu6   int:ubahdo   a   30.   1a   enzima   homD-
genEa   (704  mu,   act.   E§F].   32   u/mg   de   protelna),   en   ft]§fato   dB   pota-
§io   10  mM;   2-mEI`captoEtanol   10  mM,   FiH   7,5   can   pil'idoxamina-5'-fo§-
f`ato   a   F]il'idi]xal-5'-fo§fato,   en   Lin   volumEn   dE   I,1   ml.     A   log   tiem-
po§   §efialado§     En  la  figura,   §e  I'egi§tr6  la  actividad  enzimatica
tomando   al£Buota§   dB   I,01  ml   pal`a   El   en§ayo   E§pEctl.of`otom6tl`ico.
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Figiil`a   36o      Ef`Ecto§   dE   la   li§ina   y   E]oI`ohidl`urD   de   §odio   En   la   i=inE
tica'  de   inactivac3i6n   dE   la  quina§a   fi]§fomeval6nii=a  FioF
piri doxal-5 ' -flo §fato .

tEina)  a  300S:.o:n:::6o::2:n#aei3::§¥:ida::°p::::i:.:DU#
2-mEI`captoEtanol   lD   mM,   En   Lin   volumen   dE   0,2  ml,   y   §E  midi6
tividad  I`e§idual  dul`antE  5  minuto§  (+)..   A  log  6  minuto§
961i§ina   2  mM   (1)   y  §e  Bc]ntinu6  midiendt]   la  actividad   (
c]tra  mue§tl`a   de  enzima   tratada  con  PLP  a  la  mi§ma  concentrat=i6n

:=:::6gN:::±t:sm¥i}:§yt:  I::U±:§m::itD:E§:i:::E::  ::::::A:dmEB{3)
cc}ntinuandD§E  con  el  en§ayo  dE  aBtivida`d  (  +  ).     La  actividad  En
zimatil=a   §E  midifi   tomandD   alll:uota§   dE   0,01   ml  delmEdio   de   int:uba=
ci6n ®
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diali§i§  ge  trat61a  enzima  inactivada  cc]n  NaBH4   (Tabla  6)®     EI

NaBH4  a  la  concentl`aci6n   1  mM  probada,   no  afect61a  actividad   enzi

maticE].     Log   I.e§ultadc]B   Befialadc]§   aFiuntan   clal`amente   a   que   la   rc3-

acc±6n   de  inactivar::.6n   de  la  quina§a   fc]sfomevla6nica  pc)I`  PLP   §e  pl`E

duce   debidc)  a  la  formaEi6n   de  uns  base   de  §chiff  entre   EI  I`eactivo

y   uno   c]  mag   grupo§   aminoB  pl`imario§   dE   la   gnzima.

Dado   g1   hecho  quE  no   fug  po§it]1e  inactivar  [ompletamEnte  la

quina8a   fosfomEval6nit:a  Ban     gc]n   concE!ntracic]nes   de  PLF]  tan   Eilta§

como  0,5  mM,   ya  que   sabre  0,045  mM  el   gradD   de  inactivaci6n  pliacti-

camEnte   §e  mantuvo  con§tante,   §g   hizo   un   Bn§ayo   adicional  pl'obando

§i   era  po§ible  inactival.  mag  1a   enzima  t3c]n   un   9Egundc]   trat;amiEnto

Eon   PLP.     Pal'a   ello   §E!   incut]6   la   quina§a   f.c:8FomEval6nica   con   PLP

0,045  mM   a   3t]°   En   tamp6n   fo§fato   dE   aBUEI`do   al  m6tDdD   usual.      DE§-

pu6§   de  rEgi§tI`al`  la   ac3tividad  I.e§idual   durantE   un  ciel`tc)  tigmpo,   §e

agl`eg6   NaBH41,4  mM   y   §e   dializ6   dul`E]nte  3  hora§  contra   tamp6n   fo§ff

tc].     A   IE   enzima   dializada   se   agI`Eg6   nuEvamente   F]LP   a   la  mi§ma   con-

€entI`aci6n   antEriol`   y  §e  I'egl§tl`6  1a  actividad   Enzimatica  poll   otI`c]§

30  minuto§.     En   la   figure   37   §E3   obEiE3rva   que   El   §egundo   tratamiento

con   F'LP  no   prc]dujc]   un   EfEctc]  pc]§tel`ior   §ignificativo   §c]bl`e   la   Enzima.

3.     EfEcto  protel=tDI`  de  lc]s  §u§tl`ato§  en  la  reacci6n   de   inacti-

vat:i6n,

§E   prob6   §i   g1   MVA-P   y   el   Mg-ATF'   ejEI`cian   algan   efE!ctD   pl`c]tec

tor  §obrg  la   enzima,   agl`ggando   el  F'LP  a  la   enzima  preincubada  con  u-

no   li   Dtro   §u§trato,   dE  aBUETdo   a  come   §E   indica   en  M6todo§.   La   figur@
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Tat]1a   6.     Efec:tc]   dE   diali§i§  §obl`e  la  quinaBa   fD§€omEval6nica
modificada  con  piridc]xal-5l-fo§fato.

Actividad                           Actividad
E§pEc±f`ica                            I`e§idual

(unidade§/mg)                               (%)

1.      Gontl,C]1

2.     TI`atE]da  con  piridoxal-P
Sin  diali§i§

3.     TrE}tada  con  piritloxal-P
y  difili§i§

4. TI`atada   cc]n   Flil.ic]c]xal-P,
NaBH4   v   diali§i§

5.     TratadaconNaBH4   V
diali§i§

4,4

1,9

4'9

91,7

39,6

102'0

teina)  ::n±:::b8, ::5E#:a3£E ' ::I::t:B:6 ::::t:: ' :nu::gv::u:::-
dE31,1   ml   en   fD§f.atc]   de   pc]ta§iD   10   mM;    2~mercaptoEtanol   10   mM,
F]H  7,5.      §e   dividi61a  mue§tra   En   [lo§   pal`1:E!§,   uno   §e   dializ6
contl.a   tamp6n   fc]E3fc]tc]   (3)   y   la   c]tra   nc]   (2)®      En   fol`ma   pal`alEla
BE   dializ6:      una  mue§tra   dg  Enzima   Sin   PLP   (1),   otra  tl`atada   I:on

:::g±E:  :Mi::} d:.a:::t::?a:::D±:::::::a:°#a:::  :nm;0:::::::e:e§::
incubaci6n   (4).
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Figura  37.     TratamiEnto  dE  la  quina§a  fo§fc]meval6nica  pl]r  dos  ci-
t=1c]§   dE   inactival:i6n   can   Fiil`idoxal-5'-fo§fatoo

SE  ingub6.  la   enzima   a   300   (1,72   U,   act.   e§F].   9,9   U/mg
de   F]I'otEina),   I:on   F]LP   0,D45   mM   en   fo§f`atl]   de   F]ota§io   10   mM,    F]H   7,5;
2-mErBaptoetanc]1.10  mM,   En   un   volumen   de   1   ml.     SE  midi6   la   activi
dad   I`e§idual   dul`antE   21   minutl]§   v   luEgc]   se   agl`eg6
feBtuandl]§E   otl`o   regi§trc]   de  la  aBtividad  a  log  25

":::Et::i m#  ::
zima   §e   dializEi   en§Eguida   Bontl`a   500  ml   dEl   tamF}6n   fo§fatt]   dul.antE
3  hora§,   §E  midi61a   ac:tividad   (tiempo  0,   §egunda   parte   de   la  at]§-
I:i,§a)   y   §e   agl`Eg6   PLP   a   la  misma   Bont:Entl`aBi6n   antel`ior,   [ontinuan-
do§e   I=on   la  mEdi[i6n   dE   la   a€tividad  FidT   3D  minutDs  mag.
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3a  mue§tra  elaI`amente  que  ElaMVA-P  a  concentraci6n  0,9  mM  protegi6,

de  manera  muv  efectiva  a  la  quinasa  fo§fomeval6nica  dg  la  inactiva-

ci6n  producida  pop  PLF'  0,024  mM,   ya  qiie  la  enzima   cc]n8erv6  mag     del

80  %  de  8u  actividad  initial.     EI  Mg-ATP,   en  cambici,   a  una  cont:Entl`!

ci6n  2,4  mM  nc]  protegi6  a  la  enzima  en  el  gI`ado  de  inactivaci6n  alcan

zado,   aunquE   §E  otisel'v6   uns  menc]I'  vElocidad  de   inactlvaci6n  que  En  auL=

seneia  dE  este  8uBtl`ato.

4.     Efectc]  de  la  cc]ncentl`aci6n  de  piridoxal-5'-fosftao.

§B  Estiidl6  la  cin€ti€a  de  inaBtivaci6n  dE  la  quina§a  fo§fc)me-

val6nica       pop  PLP,  midiendo  la  velocidad  dE  inactivaci6n  a  300  a  con

centraci6n  constante   de   enzima   Bn  tamp6n  fc]sfato   10  mM  pH  7,5  cc}nte-

niendo   2-mErcaptoEtancll   10  mM.     §E  utiliz6  una  preparaci6n  enzimatica

prc]cedente  de  la  pul`if.it3aci6n  pc]r  hidl`oxilapatita  con  una  actividari

E§peclfica   dE  9   U/mg   dE   pl'otelna.     LE)§   cc]ncentr@cione§   dE   F]LF'   fuel'Dn

variada§   entl`E  0,005  mM   y  0.025  mM.     La   figura   39  muE§tl.a  que  la  I'eac_

ci6n  pregenta  cin€tica   dE  p§eudD  primer  c]I'den  dependiente  de  la  con-

centraci6n   dE  PLP.     Lag  cc}n§tante§  apal`entes  dE   velocidad  clE  pl'imel'

oI'dEn   §e  obtLiviEron  multiplicando  pop   2,31as  pendiente§  re§FJectiva§.

La  figul`a   40  mue§tra  que  tales  con§tantE3§   son  pl`ciporclon@le8   a  lag

c}oncEntl.acic}nes  de   PLP  en   el   I.ango   de  cc)ncentrat=i6n   Empleadc],   indicanL=

do  que  la  reacci6n  obedecE  a  una  cin6tiea   de  §egundo  c]rdEn.     La  con§-

tante  de  velocidad  de   §egundc]   c]rden,   calculada  dividiendo  cada  cc]nstan

te  aparente   de  primer  cirden  pc]r  la  cc]ncentl`aci6n   de  PLP  dic]  un  valt]I`

dE   7,4   x   103  M-1  min-1,   En   lag   cDndicionE8   del   ExpeI`imento.
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Figul`a   39.     EfEcto   de  la   [ont:entl`at=i6n   dE   pil`idoxal-5'-fo§fato   En
la  [in6tica   de   inal=tivaBi6n   de  la   quina§a  f`DE:fDmeval6-
n i 1= a ,

La   Tea.[i6n   §E   efEc:tu6   incubando   la   enzima   (320  mLJ,   al=t.
esp.   3,6   u/mg   de   prDtElna)   a   30t]   I=c]n   difEI`EntE§   BoncEntl`acione§   dE
PLP,    En   tamp6n   fc]§fato   de   pl]ta§il]   10   mM,   FiH   7,5;    2-mEI.gaFitc]etanol
lt]  mM,   En   un   volumEn   dE   0,3  ml.      A   tiempl]§   aFirc]piadl]§   §E   tomal`t]n   a-
llcuDta§   de   0,Dl  ml   del  medio   de   I`eac[i6n   F]al.a   el   En§ayl]   dE   at=tivi-
dad.
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Figura   40.     PIEla[i6n   Entl`e   lag   con§tante§   dE   p§eudD   pl`imEI`   ol.den   dE
vElc}t=idad   de   inac:tivat:i6n   y  lag   [oncEntl`acionE§   dE   Fiil`i-
tli]xal-5 ' -fo§fat. .
§e   utilizal`on   log  datD§   de  la  Figura  39.     LaE5  [on§tante§

de   pseudo   primEI`   c]I`dEn   §e   Dt]tuvieron   multipliGandc]   lag   pEndientE§   co
I`I`Espc]ndiEntE§   F]I]r   2,3.
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El  heEho  que  la  I`eacci6n  pl.gEientE  cin6tica  dg  sEgundo  arden

pc)drla  indicar  que  la  inaetivaci6n  de  la  enzima  §e  produce  debido  a

la  I'eacci6n  de  un  grupc]  amino  reactivo  de  la  enzima  con  uno  mol6cu-

1a   de  PLP.

El  proceso  de  inactivaci6n  §E  puedE  reprEsentar  par  la  BiguiEE

te  ecuaci6n:
k'

I    +    nl                          >      Eln

En  que  E  repreE;enta  la  enzima  libl`E,   I   el   inhibidol.,   n  el  ndmero   de

moles  dEl  inhibidol.,   y  Eln  El  I:omplejo  Enzima-inhit]idol'.     La  veloci-

dad  de  e§ta  reacci6n  §E  puedE  E§cribir  de  la  §iguiente  ft]rma:

v    =    Il±IE|       =     k,(E)   (I)ndt

[omD   la   cDncEntl'ac3i6n   del   inhibidoI`   e§ta   en   excE3E3o   §obl`E   la   de

18  enzima,   §8  c]b§el`va  cinetit=a   dE  pseudo   pl'imer  ordEn,   y  la  con§tantE

de   velocidad   dE   p§Eudcl   pl`imer  oI`den,   k,   E§  igual   a:

k     =     k,   (I)n

Tomando   logal`itmo§   dE  ambo§  miembI'os  de  la   eEuaci6n   re§ulta:

|c,g  k     =    log  k'     +    n  log(I)

F'oI'  1o   tantc],   el   DI`dEn   de   la   I`eacc:i6n   §e  puede   dEtErminal`   ex-

pE!rimEntalmEntE   de   un   gI`afico   dE3   log   dE  k   en   func:i6n   del   1c]g   de   la

concentraci6n  dEl  inhibidt]r,   §iendo  n  la  pEndiente  del  grafigo,   En

qua  n  E9  igual  al  namero   dE  mol6cula§  del   inhibidol`  qua  reaccic}nan

I:c}n  cada   unidad  activE]   dE  enzima  paI`a   pmduc:ir  un   complEjo   enzima-in
L=

hibidol`.     E§te  m6todo   ha   §ido   utilizadc]  pop  divEr§08  autc}re§  pal`a
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detEI'minar  el  oI`dEn  dE  la  reacei6n  entpE  diveT§a=  enzimas  a  lnhibido-

rEs  (72-78).

El  re§ultado  dE  graf icar  el  log  de  k  en  funci6n  del  log  dE  la

concenti.aci6n   de  PLP  §E  muEBtra  en  la  figura  41.     La  pendiente     del

gI`afiEo   re§ult6   Ber  Exactamente   1,0.     E§to   §ignif.ica  que  cuando   Be  Flrg

duce  la   inactivaci6n,   §6lc]   uno  mc]18cula   dB   PLP  react3iona  con   Lina  mc]16-

cula   de  quina§a   fD§fomevEil6nico.

5.     Ef`ecto   del  pH  en  la  velc]cidad  de  inac:tivaci6n®

§e   e§tudi6   el   efectc]   del   pH  incubandc]   uno   concentl`aci6n  c@n§-

tante   de   enzima   y   de  F'LP   en   una   §griB   de  tampc]neB   de   Good   En   el   Tango

de   pH   entl`E   6,5   y  9,5   gomc]   §8   describe   E!n   M6todoB®      El   objeto   dE   e§tc]B

experimento§   fug   detEI`minar  el   pH   del   gI`uFio   aminc]   primE]I'io   qua   real=cio

na  con   PLP.     EI   I`azonamientc]   E§  qua   la   velocidad  a  la   cual   el   I`Eat:tivc]

I`eat:cicina   con   tal   gI`upc]   debs   deF]ender   del   Estado   de   c!i§ociaci6n   delmi§
_

moo     §e  mic]161a   velc]cidad   de   inactival=i6n   a   240   y  a   310.     En   la   figu-

ra  42  §e  pl.E!§enta  el  I`gsultadt]   de  la  inactivat:i6n  I`ealizada  a   24°B.     A

toc]o§  log  pH  la  I`eacci6n   §igui6   una  I:in6tica  de  pseudo  pl.imer  oI.den.

La  rel@ci6n   Entre   El  pH   y  lag  con§t@ntEs  c@1culadaB   dE  lag  pBndientE§

c}oI.rE§pondiEnte§   se  mue§tl'an   en   la   figul`a  43.   Puede   apI`Ecial`se   que   LEI

velocidad  de   inactiv@ci6n   entl'e   pH  6,5   y  7,0  e§  muy  FiequEfia,   pero   §o-

bl'e  pH   7,5   aumenta   rapic]amentE   h@§ta   11Eg@r   a   un  mfiximo   a   pH  9,0   -9,5.

En  El  mismo   grafico   sE  incluyen   log  valore§  obtenidog  a  310.     La  f`or-

ma  §igmciidE!a  tie  lag  curva§  se  parecE  a  la   titulac;i6n  dE  un   grupo  ioni-

zat]lE   y   se   puEdg   intEI`pl`etar  comc]   1a   dEpendencia   en   la   vElcicidad     [le
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0,8         I,0         I, 2         I,4

log  [Piridoxal-P] +6

Figura   41.     DEtEI`mina[i6n   del   I]I'dEn   de   la   I`eacgi6n   entl.E   quina§a
fo§f`i]mEval6nit=a   y  F]il`idoxal-5' -fo§f.atD.

§E   utilizaron  log  dato§   de  la§  Figul`a§  39   y  40.     La  pep
diente   del   gl`afi[c]   E§   1,0.
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Figul.a   42.     EfEcto   dEI   FiH   §c]bl.e   la   velocidad   de   inElt3tivaci6n   de
la  quina§a  fo§fomEval6nica  F]or  pil`idoxal  5'-foafato.
La   I'Eat:ci6n   dE   inactivaci6n   §e   Ef et:tu6  a   240  con   PLP

0.015  mM   y  quina§a   fo§fomEval6nit:a   (actividad   e§FIEcffica   3,65  U/mg
de   Fil`otefna).      §E   utiliz@ron   log   §iguientE3§   tampcinE3§   de   Good   100
mM   conteniendo   2-mel`caF]tDEtanol   10  mM;   MEG   (pH   6,5),   TE§   (pH   7,D-
8,0),   BICINE   (pH  8,5-9,0)   y  CAPS   (pH   9,5).     La   I`eacci6n   entre   pH
6,5-a,0   §e   Ef`ectu6   incubando  En   un   Solo  tuba  la   enzima   (90  mu)   y
el   PLF',   en   un   vc]lumen   de   0,12  ml   y   tc]mandc)   mue§tl`a§   a   diferente§
tiempc]§  pal`a  El   en§ayo   dE   actividad.     Entl`e  FiH  0,5-9,5,   el   expe-
I.imento   E3B   hizo   incubando   En   difel`Ente§   tubci§,   mue§tl'a§   dE   enzima
(40  mu)   cpn   PLP  en  un   volumen   de  0,05  ml   y  deteniendo   la   reacci6n
a   1B§   tiE3mpo§   apl`opiadD§   Con   NOBH4   1   mM.
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7, 0             8,0            9,0

p„

Figura   43.     f]elaEi6n  entl`e   El   pH   y   lag   I=on§tantE§   dE   p§eudc]   pl'imEI`
ordE!n  En   la  cinetica   dE   ina[tivaci6n  de  la  quina§a  f`o§
f`omeval6nica   pc}I.   Fiipidc]xal-5' -f`o§f`ato.

Lag   TEac[it]ne§   de   ina[tivaci6n   f`uEI`on   EfEt=tuada§   a   240
y  a   310   en   la   forma   de§[rita   En   la  lEvenda   de   la   Figul`a  42.     SE  Gal
Bularl]n   lag  [on§tante§   de  velot:idad   de  inactivat=i6n   dE  pseudo   pl`imEI`
c]I`den,   dE   lag   F]EndientE§   de   log   gl.aficc]§   de   log   dE   at=tividad   En   fun-
ci6n   del   tiEmFlt].
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inactivacl6ni   (i'E  18  concentraci6n  dE  la  base  t=onjugada  de  eBe  gI`upo.

Los  valoreB  de  pK  obtenic]os  del   gI`afico   se  B§timaron   gn  8:i25  a   240  V

cle  7i95  a   310.

6.     DEtEI'minaci6n   dE   lag  Hm   E]parEnteB   dB  la   quina§a   foBfomev@1£

nica  modlficada  con  piridoxal-5`-fosfato.

§e   determlnaron   lag   Hm   apE]renteB  papa   el  MVA-P   y   EI  ATP   en   1@

enzima  modlficac]a  con  PLP,   reducida  con  NaBH4  v  diallzada,   Coma   §e  lE

dica  En  M€todo8.     Bomo  contl'01E!s  se  utllizaron  una  mue§tra  de  enzlma

tratad8  con  NaBH4  y  otra .  alna  adlcioneB.     La  concentraci6n  de  MVA-P

9e   varl6   Entre   0,02  mM   v  D,125  mMi   a   concentrE]ci6n   con§tante   de  ATF]

2.5  mM   y   dg  Mg+2   5  mM.      EI   ATP   §g   val'i6   entre   0,1   y   1   mM,   a   t:oncentr£

clan   con§tcinte   dg  Mg+2   5  mM   y   dE   MVA-P   1   mM.      LOB   I`E§!]1tado§,   analizE

doe  En   un   pl.ogg:ama   de   I:omput@ci6n   ba§odD   en   el   m6todo   de   EadiE!-Hc]f §tee

8E  mugBtl.an   en   la   tE}bla   7.     PuedB   E]precial`§c=   qua   la   l{m   papa   el  MVA-P,

En  la   Enzima  modlficadd   pl'e§enta  un   valor  de  0,021  ±  0,0006  mMt   y  en

la   Enzlma  nativa  un  valor  dB  0,041   ±  0|0085  mM.     Pat.a   el  ATP,   1a  enzi

rna  mc}dlflcada   dio  un   valor  de  Oi350  ±  0,079  mM,   v  la   Enzlma  no  tl'ata-

da   uno   de  Oi503  ±   0,046  mM.     DE   acuel`dD   con   el   I`ango   de   val'iaci6n,   t3§

§ignlficativa  la  diferEncia  en  valore9  de  Hm  pal`a   el  MVA-P,   pBrc]  no

pare  el  ATP.

EBtos  re§ultadt]§  indicarian  quE  la  qi.ina§a  fo§fomc2val6nica  ng

diflcada  pcir  PLP,   pre§enta  uns  moyclr  afinidad  pDr   EI  Ml'A-P  qua   la   eE.

zima  nativai   v  podr±Ein   lntErpretar§E  cc]mD  quE  la  p€I`dida   c]E  at:tividod

se  debe  a  la  alterEigi6n   dE  unpa§o posterior  a  la  uni6n  dEI  MVA-P.
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I.     Inactivaci6n  dE  la  quina§a  fosfc}meval6nica  pc]r  2,3-butanodiDno.

§e  utiliz6  2,3-butanodiona  cc]mo  reactivo  modificadc]r  dg  re§i

duc)§   dE   arginina,   En   tamp6n   bol`ato   de   E)cuerdo   a   Riol'd@n   (5:.          La

quinasa  fc]§fomevgl6nica   §B  dializ6  contm  tamp6n  bol`ato   tie  sodio  60

mMPH 7,89.     La   enzima   dializada   §e   int3ub6   c3on   2,3-butanodic]na   7  mM

en   un   volumEn   de   0,3  ml   a   250..,   v  a   tiE3mpo§  adecuado§   ae   tomal`Dn   a-

1icuota§   dg  0,01  ml  Flal`a   el  en§ayc]   inmEdiato   dE  aotividad.     La   Enzi
_

rna  expEI`iment6  inactivaci6n,   1a  Eual  fug  dEpendiente   del  tiEmpD   y  llE

96  ha§ta  un  41  %  de  la  actividad  inicial  En  30  minutD§  a  la  concentrE

t3i6n   indit:ada   dEl   reactivo.     Cuando   la   enzima   §e   prEincub6   c}on  MVA-P

2,6  mM  antE§   dE  la   adil=i6n   de  butanodiona,   1a   velDcidad  de  inactive-

ci6n  fug  clal`amEnt.a   reducida   y  a  log   30  minutD§  la   enzima   FJreBat6

un  85  %  de  la  actividad  inicial.     La  incubaci6n     dE  la  Enzima     con

Mg-ATF'  3,7  mM  I.edujc]   tambi6n   lc]   velocidad   de  inactivaci6n   aunque   En

.mEnor   grado   qug   el  MVA-P,1lEgEindD   la   actividad   a   un   58  %  dE   la   ini-

I=ial   a   lc]B   30  minutoE!.     La   reacci6n   de   inactivaci6n   §igui6   claramE!ntE3

cinftit:a   dE  pseudo  pl`imE!r  arden.     La  cc]n§tante  dE  velocidad  de  inac:ti

vaci6n   En   lag   BDndlcione§   §efi@1ada§   y  en   Eiugeneia   dE   §u§trato§   §E   e§-

tim6   en   0,0296  min-1;   En   pl`E§Encia   de  MVA-P,   en   0,0035  min-1   (Fig.   44).

H@§tc}   log   30  minutciE}   En   que   §e   Efgctu6   la   reacci6n   de   inactivaci6n,   no

pal`E€E   h@bel'6E   alcanzadD   El   equilibl`io.     No   §e   Estudi6   la   I'Eacci6n   a

tiempo§  mag  prc]longado§.     La  ob§ervaci6n   dg  cinetica   dE  p§Eudc]   pl.imel`

arden   durantE  El  procE§o   dE  inat:tivaci6n   indica   quE  no   §e  pl`oducen   cam
_

bio§  conformacionalEs  importantE§  junta  con  la  modificaci6n.     La  cc]no-

cido  e§pecificidad   de  la  butanc]diona  par.a  gI`upc]s  guanidinc],   §ugiel'e
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quE  la   quina§a  foBfomEval6nica  pc)gee  @1  menD§   1   realduo  de   arglnina

e§gncial  pal'a   Bu  actividad,   y  que  eBte  o  g§tos  I'EBiduo§  podl`Ian  es-

tar  a§ociado§  prEf.EI`entementg  a  la  uni6n   del  MVA-P.
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DI§BLJ§I0N

La   quinE]sa   fo§fc]mEval6nica   §E   ha   encc]ntrado   en   c]ivEr§as   fuen-

te§  tales   como   levadul`a   (1,16,17),   lfitex   dEl   al`bcil   dE   cauchc]   (15,

18)   E   hlgado   dE   I`ata   (19)   y   dE   cel'dt]   (2,   20).      Toda§   1@§   pl.epEil`acic]-

ne§   dest:I`ita§   ham   §ido  muy  cl.udaB   cc]n   actividadeE5   e§pEcificaB   qua   nc]

nan   §obl`epa§ado  0,3  unidade§/mil£gI`amc)   de  protEina.     Tales   invE§tigE

cionE§   datan   de   hacE  ma§     de   15   aiio§,   nc]   habi€ndo§e   FiubliBadD   tl`ab@-

jog  po§teriol`e§  §c]brE  esta  enzima.     ExceFici6n  la  con§tituye  la  pul'i-

f.icaci6n   de   la   quina§a   f o§fomevEil6nica   dEl   al`t]ol   del   Gauc}hci   pol`   §kil

lBtgr   y   HE!ckiiiick   En   1971   (15)   quiE2nE§   obtuviEI`on   unE   pl`gpamci6n   mag

pul`ificada   pero   adn   lEjo§   de  E3§tal`  pun   §i   §e   §upone  quE   debs   tenEr

uns  con§tante  catalftica   §imilal`  a  1@   enzima   de   h±gado   de  cel`do   (15).

La  react:i6n   cE]talizada  pDI`   E!§ta   enzima  -   fo§forilaci6n   dEl   fog_-

fomEvalonato  a  pirof`c]§fomEvalc]natc]  -   E§ta   §ituada   en   un   §egmento   li-

neal   dE!   1a   via   t]io§int€tica   dE   lc)§   i§oF]I`Enoide§,   prEcurE}ore§   dEl   cc}-

1E§terc]1   y   derivados.      Pe§E   a   que   no   habl'Ia   I`az6n   dE   antemano   Fi@I`a   a
_

§ignaI`le   LJn   paF]el   impol'tante   en  mEcani§mo§   dE   I'EgulaBi6n,   no   hen   FBI_
tadc]   quieng§   han   supue§tc]   parE]   E§ta   enzima   u  otl`as   §ituada§   de§pu€§

de  la   quinasa  meval6nica,   un  F]apel   §ecundal`io   en   la   I`E3gulaci6n   dE   la

bio§inte§i§   del  cc]1E§terc]l   (2,   14,   2t]).     El   cc]nc]cimiento   actual   que

E!g  tiene   sobl'e   lag   enzimc]§  qug   prc)ducen   la   convel`§i6n   del  mevalonEito

a  cc]leBtel`ol  e§  realmentE  in§ufigiente.     Uno  [le  E§ta§  enzima§,   la  qui

nasa  mevc]16nic}a   ha   §idc]   pul`ificad@   a   homogeneidad   pc]r  Beytfn      y   col.
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(15)   qtiiene8  Estudial`on   Bus  proF]iEdEadeB  cinetieas.     El  procE=Bd  91±

bal  de  una  via  mEtab61ica  nB   Be  puede  i=ompl'EndEr  bien   a  menoa  que   sE

tEnga  Lin  ct]nocimiento  §ufiEigntE  de  lag  propiedadEs  de  lag  enzimaB

participantE§,     De  ahl  entonBeEi  que  sea  de  I'Eal  interE3  El  eE]tudio

§istematico  de  lag  enzimaa  quE  prt]ducen  la  slnte§iE]  del  cole§tel`ol.

El  pl`Dp6slto   de  esta  te§i§  ha   §ido  Dbtenel`  una  preparac3i6n  hDmogg-

nea  de  la  quina§a  fo§fomeval6nica   de  hlgado   de  cEI`dD   c3on   El   objEtB

de  efet:tuar  el  estudio  dE  9u§  prl]piedadeB.    Tales  e§tudios  8e  orieE

tal`on  hacia  la  determinaci6n  de  lag  condit:iones  fiptimag  de  la  reac}-

ci6n  I:atalizada,   pal`ametros  cin€tico§,  peso  molecular  y  estruc:tura

cuatel`naria,   adema§  de  f=§tudio§  de  su  centl`B  active.

A.     Pul`ificaci6n  de  la  quina§a  ft]§fomeval6niga.

El  m6todc]   de  pul'ifiBaci6n  adoptado  con§iti6  En  pl`eFiarar  un   Ex

tl`ac3to   Soluble   de   hlgadD   de  t=erdi],   t3entrifugandc]   el   homogEnEizadD   a

100.ODD  x  A.     E§te  extl.acto  fug  §ometido  §uc}E§ivamente  a  fracciona-

miEnto  con   §ulfatD  de  amBnio,   crqmatografla   en  DEAF-Eelulc)§Ei,   BiB-

Gel  P-15t],   hidroxilapatita  y  azul-dextl`ano-§ephal.c]se.     A  pal`tir  de   1

kil6gramo   dE   hiE,ado  frEEico   dE!   cerdo   E!e  ol]tuvo   1-2  mg   de  enzima  pul`i-

ficada,   homogEneo   E]Egan   BI.itel.io   de  elEctl`c]fi]resi§  En   geles  de  pi]1i-

acl'ilamida  en  t3ondicione§  nativa§   y  dE!§natul.anteE}.

El  contenldo  dE  quina§a  fo3f'omeval6ni[a  dEI  Extracto  cl`udo  rue

variat]le  v  en  lag  divgl.§a§  prEparacioneB  fluctu6  entrE  250  y  750  uni

dadEB  pop  kil6gI`amo   de  hlgado.     E§  |]o§ible  quE  el  BBntenido   de  e§ta

138



enzlma   v  de  DtI`a§  dE  la  via  bio§int€tlBa   del  cole9tEI`cil   depEnda  del

estado  nutl.icional  a  de  factol'e§  gen6tico§  dg  log  cerdcis,   parfmetl'o§

§obI`e  log  cuale§  nci  fug  po§ible  tenet.  ct]ntrt]l.     El  rendimiento     del

pl`oce§t]  cl]mpleto  de  purificaci6n  fug  gin  embargo  similar,   independign_

te  del  ndmel'c]   de  unidade§  dE  Fial'tida  del  exbracto  crudo   y  f.1uctu6  en-

tre  6   y   10  %.

El   fl`acc:ionamiento  con   E}ulf.ato   de  amonio   entl`e   30   y  60  %  de   §a

turaci6n  5E  adopt6  pop  Ber  el  que  precipit6  En  fol`ma  mag  cuantitativa

la  Enzima  pre§Ente  en  EI   ExtTactci  crudo.     EstE   tratamiEntc],   sin   embar

go,   precipita  tambi6n  una  buE!na  pE]I`te  de  quinasa  meval6nica  que     tam-

bi6n  §e  encuentra  en  El  extl`acto  v  I:uyo  Tango  fiptimo  de  prEcipitaci6n

es  entl`e   15  y  40  %  de  §aturaci6n  de  la     gal   (23).

En  lt]s  tl`abajo§  iniciale§  dE  Popjak  en  que  E!e  de§cribi6   y  purl

fic61a  quina§a   fo§fc]mBval6nica  afin  en  f.oI`ma  muy  cruda,   se  utilizaba

§ulfatc]   de  Firotamina   (1,5  mg/ml   de  extl.acto)   papa  precipital`  un.,extrac3

to   crudc]   obtenido   ht]mogenEizandc}   el   hlgado   de  I:Erdo  En   una   solui=i6n

qua  contenla  §acaro§a  0,35  M  y  algunaB  Sales.     El  sobl.enadante  obteni-

dc}  de  la  prEcipitaci6n  con   §ulfatt]   dg  F]I.t]tamina   §e  f'I`accionaba  cc]n   §ul

fatc}  de  amonio  ot]teni6ndo§e  la  pl`ecipitaci6n  de  la  quina§a  fo§fomeval6

nit:a  entre  30  y  45  %  de  §aturac}i6n.     Esta  fracci6n,   1uegci  dE  dializar-

1a,   8e  tl`ataba  con  gel   de  fosfato   dE  calcio   (1,4  mg/mg  de  proteinEl),

el  cual  adi?oI`bia  ca§i  toda  la  quina§a  meval6nica  dEjando  la  quin@§a

fDsfomEval6nit:a  En   el   sobrenadante   (2,   19).     En   E§tE  tl`abajo,   en   quE

8E   fl`at:c:ion6   dil.et:tamentE   el   Extl`aBto   gI.udo   con   §ulf`ato   de   amonio,   el

tl`atamiEnto  con  gel   dE   fc]§f`ato   dE   calcic}  no   dio  un   I`endimignto
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§ati§f'actol`io:      pal`tE   de  la  quina§a   fosfomEval6nic}a  fug  ad§oI`bida  poll

el  gel   y  parte  qued6  En   el   §t]bl`enadantE.     La  fl`accifiin  de  la   enzima  ad_
sc]rbida   sE   pudo   elulI`  con  fosf`atc]   de   pota§io   pH   7,5,   0,025  M   pel`c]   hu-

bc]  p6I.lida   con§idel'able   dE!  unidade§   dg  enzima,   adEmas  la  purificaci6n

alcanzada   (all`gdedor  dE   2  vet:B§)   no   compen§aba  tal   c]pel`aci6n,   y     la

pEepal`at=i6n  t3ontenla  todavla  una   gran  I:antidad  dE  aetividad  fo§fatfi§i

Ca,

§e  c]pt6,   en  con§Ecuenc}ia,   pol.  tl`atal`  1a   fl`at:ci6n   obtEnida   al

prBcipital.   el   extl'ac:to   cl`uclc]   cc]n   §ulfato   dE  amonio   Entre   30   y  60  %,

pc]r   uno   columna   de   DEAE-t=elulc]§a   dE!   tamafio   y  capacidad   suf`iciente   pa-

ra   §el`  cal'gada   Ben   alrededol`  dE   5D  gl.amDs   dE  protelna,   cantidad  qua

contenla  dicha  fracc}i6n.     E§to   §ignific6  un  ahorl`o   de   tiempo   pol`  uno

F]al'te,   y  poll   otl.a,   la   obtgnci.6n   dE   un   pl`odu[to   con   un   gI`adD   de   put.ifitT=

c}aci6n   dE   all`ededc]I`   dE   30   vece§   y   un   I`E!ndimientc]   del   50   -   56   %     con

I`espBi=tc]   al   extrat:tc]  crudo   dE   pal`tida,   adema§   que   e§taba  libl'E   dE   fog
___

f@ta§E]§,   I:omo   lc)   I`evE16   El   en§avo   E§pE!ctl`cJf.otom€tric}o   de   actividad.

El   matel`ial   obteniclo   contEnfa   Sin   embal`gc],   coma   cc]ntE]min@ntE,

quinasa  meval6ni.a,1a  cual  §e  pudo  §eFlal`ar  complEtamentg  dE  la  quins

sa  fl]§f.omeval6nica  en  la   siguiente  EtEipa  de  pul`ificaci6n,   la  filtl`E]-

ci6n  en  Bio-Gel   P-150.     El   producto   DbtenidD   de   e§ta  dltima   etaFla   I.E-

prE§ent6   una   purif`icacifin   dE  450-600   vet3e§   I:on   una   aEtividad   E§pEcff`i
__

I:a   de   3,2-3,6   unidade§/mil£gI'ano   de   pl'otEfna®     EBta   preparal=i6n   I`e3§ul

t6  baE!tante   eatable   ya   qua   §e  pudc]   guardE]r  Sin  pel`dida   de  actividad

durante   3  mE§E§  a   40.     Cuando   §e   tuvo   quE   almacEnar  pop   pel`iodo§   iguE

leg  o   §upel`iol`e§  a  60   dia§   §e  prefil`i6   gual`dal'la   en   glicEI`ol   al   50  %
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a   -200.     La  enzima   en   e§tg  gI`Eido   dB  pul.ificaci6n   §e  utilize   en  dlvgr

sos  Estudic]§  en  Pug  no  §e  requel.Ia  su  pureza  total.

El  material   obtEniclo   de  la  columna   c]e  Big-EEL   P-150   §e  tl`at6

1uego   For  hidl`c]xilaFiatita,   pollmgl`o   E!n   el   gual  no   se  I.etuvo  la  qLiing

§a  fc]§fomeval6nica  pel`o   §1   otra§  pl`c]teina§  contaminante8,   con   1o

t:ual  la  pul`ificaci6n   §ubi6  a   1.000  -1.7t]O   vECE§  ct]n  una   at:tividad  8§

pEcifit:a   de  6-9   unidadE§/miligramc]   de  pl.otefna®
\

La  Fiul'ifit:aci6n  final  §e  efectu6  en  una  I:alumna  de  azul-dextra

no-§epharose.     EBtg  matel`ial   §e   h@   utilizado  cc}n   6xitci   en   la  pul`if.ica

ci6n   de   variaB   de§hidrogEna§a§   y  quinaE!a§   qua  prESEntan   1o   qua   §E   ha

denc]minadc]   "pliBgue   dinucle6tido".     E§ta   E§tructura   E!e   §abe   que   fol`ma

81   §itic)   de   uni6n   de  NAD   de   vaI`iE]§   dE§hidrogEna§a§   (79,80)   y   E1   §itiD

de  uni6n   de   ATP  de   diver§a§   quina§a§   (81,   82).     Lag  enzima§   qua  pl`E-

§Entan   E§ta   e§tructul`a   §e   unen   a   cc]1umna§   dE   azul-dExtl`ano   y   §e  pug-

den   Eluil`  con   baja§  t=oncentl`acione§   dEl   liganc]o  nucleotfdico®     La  u-

ni6n   a  la   regina   §E  produce   dEbido   E}   qua  El   cl`om6f ol'o   azul   (Cibacl'Dn

E]luE   F3   EA)   pl`esenta  una   E§tl`uctul`a   Similar   a   la   dEI  MAD   (83,   84).

La  columna   dg   azul-dE:xbrano-Sepharo§E   1og1`6   I'EtEnel`  1a   quina§a   fosfo-

mgval6nica   y  no  lag  protelna§  qLiE  contaminaban  a  la  enzima   de   la  pre-

pal`aci6n  dE  hidl`oxilapatita.     EBta  retenci6n  tiene  al  pal'ecel`  un  ciel`

tc]  cal`at:tar   e§pecffico,   poll   I:uantcl   la   Enzima  pudo   §el`   elulda   cc]n   ATP

10  mM   y  in  poll  H[l   de   la  mi§ma   fuel`za   i6nica.     Nc]   §E   intent6   Elu£I`1a

con  conEEntracione§  mEnorE§  de  ATP.     La  enzima  obtenida  de  e§ta  alti-

ma   etapa   demo§tr6   e§tal`   homog€nea  Fiol`   Elet3trofol.e§i§   En   gele§     dE2
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poliacl`ilamida.

El  hecho  que  la  quina§a  fo§f.omEval6nica  sE  uno  a  azul-dextra-

no  §ephE]I`o§g,   e§tal`ia   §ugiriendo   que   Ella  como  otl.a§  quinasa§  pl.E§En

ta  el  mEncionado   "pi.:gue  dinucleotldico''.     Con  log  antet3edentgs  dig
_

ponible§,   sin  embal.go,   no   §e  puE!dE  hacer  tal  a§everaci6n.     §el`1a  nE-

cgsal`io   e§tudial`  el  gI`ado  de  e§peBifiBidad  dE  la  uni6n,   probando  dE

elull`  1a   Enzima   con   cc]ncEntracic]ngs  mEnol`B§   de  ATP  que  la   10  mM  uti-

1izac]a   en  e§tE  e§tudioo     E§tudiD8   cin6tico§,   en  que   §e  FII`uebe  el  ca-

I`actel.  competitivo   dEl  colol`antE3  cc]n   I.EEipecto  al  ligando  nut=leotldi-

co,   puedEn   dar  infol.maci6n  valio§a  rE§pecto  a  la  afinidad  de  la  uni6n

(83,  05,   86).     Uno  comprobaci6n  fldicional  de  tal  E§tructura  se  podrla

efei=tual'  F]or  medicione§  e§pgctl`of.otomgtl`icas  en   I`egione§  e§pgctl`ale§

di§tante§   clE  la  E]bsc]pc=i6n  intl.£nBEca   dg  la   pl'oteina  cuando   intEI`actaa

el  c:01c]I`ante  Eibacron  Blue  con   la.quina§a,   coma   ha   sido   hecho  con  al-

guna§   Enzima§   (85).     E§tc]§r  c!ato§   darlan   infc]rmaci6n   E]digionE}l   sobpE

el   §itio  activo  dE  la  quina§a  fo§fomEv@16nicEi.     Pop  otl'a  pal`te,   la  pg

ca  eficiEncia   de  uni6n   dE  la  enzima  a   uns  columna   de  ATP  o  ADP-EBpha-

To§e  no   Excluye  la  existEncia  dgl  plieguE  nuclEc]tidic}o  en  Ella,   ya  qua

bien  podl`ia  ocurl.ir  qua  pal`a  qua  gxi9ta  uni6n  Eel  nucle6ticlo   Be  requiE

I'a  que  la   I`ibo§a   e§t6  intacta:     log  pollmgros  dB  ATF'  c]   de  ADP-Sepha-

ro§E  que  §e  pl`epararon,   §e  hiciEI.c]n   oxidando  la   I`ibo§a  con  peryodato   y

hacienda  reaccional`  1uego  el  nugle6ticlo  oxidado  a  la  §ephal'o§e  con  el

espaciadt]I'  pl`EviamentE  unido.
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a.     Propiedade§  floico-qulmic@§  de  la  quinaaQ  fc]gfomeval6nica.

La  quinaBa  foafomeval6nica  demoBtr6  §Er  uno  enzima  de  peso  ng

leEular  desuBadamE!nte  bajo,   el  cual  §g  detgrmin6  pi]r  diver§os  mfto-

dos,   108  qua  diel`on  re§ultadog  ba§tante  i=oncordanteB:     cromatografla

Bn  Bit]-EEL  P-60,   22.500;   gradients  de  §acarosa,   22.000;   elel:trofi]rE-

§ig  En  gEle§  de  poliacl.ilamida,   con  §D§  y  2-mel'captoetanol,   21.000.

El  bajo  peso  mc]1ecular  de  la  Enzima  §e  apl`c]vgch6  con  Jentaja  en  la

purif.ic@t:i6n  a  traveg  dg  BID-Gel  P-150,   Etapa  que  I'E§ult6  altamEnte

satisfactoria,   y  pel'miti6  §epal'arla  completamEnte  de  la  quinoga  mg-

vE]16nica  cLlvo  peso  mc]1egular  eg  90.000-90.000   (23).

La  enzima  pl'e§ent6  uns  gran  movilidod  elEctl'ofor6tiEa  en  ge-

lea  de  poliE]crilamlda  nE]tivos  al  7  %,   cc]rric]os  En  el  9i§tema  usual

En  tEimp6n  TI.i§-glicina  a  pH  a,3  quedando   Ella  muy  pr6xima  al  coloran
L=

te.     Aumgntando  la  concEntl`oci6n  de  acl`ilamido  al   10-12  %  8e  logr6

al  miBmo  pH  ol]tener  uno  menor  migI`aci6n   de  la   enzima,   dg  modo  que

quedam  ubicada  En  log  gales  en  uno  zona  de  major  I`eBoluci6n.     E§te

ccimportamiEnto   en  gales  nE]tivos  Eg  compEltil]1e  con  El  baJ0  Peso  molE

ci.lal`  dE  la  quinaga   y  con  el  alto  pol.centc]je  de  aminoacidog  6cidos

(a§partico   17,   glut6mico,   26)  que  ella  |]o8Bg.     E§  pogible  que  val`ios

I.E§iduo§   de  aminoacidos  e§t€n  en  fc]I'ma   dE   §us   amida§,   a§paragina   y

91utamina,   poll  cuanto  El  an6lisi§  de  amino6cidos  I.evel6  una  ciErtE

cantidad  de  amonlaco  quE  no  fug  cuantificEida,   pEI`o  parecerla  pl`oba-

ble  qua  mucho§  dg  ello§  pre§enten  el  gI`upc]  cat.boxilo  di§tal  lit]re.

La  elEctroforesi§  En  geles  de  poliEicrilamida  en  pl`e§Encia  dE

dodecil§ulfato  de  8odio  y  2-mercaptoEtanol,   adema§  de  pErmitir  la
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detgminat:i6n   dgl  peso  molEculE]I.,   revels  que  la  quinag@  fosfomEval6

nica  e§ta  E§tl`uctul`adci  coma  uno   solo  ct]dEna  polipeptf dica.

El   anali§i§   de  amino6cidci§  de  la   enzima  revE16  Pug      ?adEm6s

del   alto  cl]ntEnidD  de  aminoacido§  figidt]s   ya  comentado,   ella  pl`e§gn

ta  9  lisinc]§   y   12  arginina§  pop  mol6gula   de  Emzima.     §e  demo§tr6

qua  uncl   dE  log  re§iduos  dE3  lisina   y  al  mEnoB  uno   de  arginina   Son  im

pol`tontE!§   pal.a   la   al=tividad.     Aclem£§,   1a   quina§a   pl`E§Enta   1   I'EBiduo

de  metic]nina   y  uno   dE   cistelna.     La   §uma   dEl   namem   de  re§iduc]§   d@

un  peso  moleculal`   de   20.803,   cc]ncordEntE  con  log  F]eso§  molgculal'e§

e§timado§   poll  otl`o§  m€todl]§.

La  pl'Egencia   dE  un  Solo  I`esiduo   dg  ci§tElna  gn  la  quinasa  fog
_

•fomEval6nica  ppe§Enta  un  alto  intEr6B  pop  §Er  e§te  al  pal.ecel',   Esan-

gial  Fiara  1o  actividad    catalltica®    La  enzima  sE  inactiva  e§ponta-

neamente   En  au§encia  de  I`eaBtivo§  sulfhidrilos  Bomo   2-mel`captoetanol

a  ditiotl'eitol  y  ella  Es  inhibida  pop  D"E],   §iendo  la    inhibici6n  re
L=

vertida  par  I`eactivo§  gulf.hidrilo9.

B.      PI`opiedade§   genE!I'alEs   dE3  la   quina§c}   fo§fomgval6nic@.

El  requgl'imiento   de  gompuesto§  §ulfhidl`ilo§  pal`a  la  mantEnci6n

dE  la  aBtividad  cotalltica  dg  1@  quinasa  fo§fomgval6niEa  confil`ma  ob

§el`vacione§  pl`eliminarE!§  ef Et:tuada§  con   la  enzima   de  hlgado   de  cel`do

y   dE   otrE]s  i.uente§.     DEl  mi§mo  mc]do,   E!§tos   B§tudio§  conf.irman   la   ven

taja  del  i6n  magnesia   §obl`e  otl`o§  iomes  mBt61ico§  divalenteB  y  el  I`e

qugrimiE3nto   E]b§oluto   de  ATP   en   lQ   rec]cci6n   cat@liz@da   (1,   2,    15).

§e  encontr6  que  la  actividad  enzim6tica  e§  dependiente  del  pH
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entl.g  5,5   y  7,5,   pl`esentandc}  un  Tango  6ptimo  que   §e  extiende  al  mE!-

nos  desde  pH  7,5  hagta  9,5  quE  fug  El  valor  mag  alto  prc]bado.     E§te

I`e§ultado  no  cc]ncuel.da  con  lag  observacionEa   degcl`itas  En   que  E3e  PE

blica  un  pH  6ptimo  entl'e  7,0  y  7,3  pal'a  la  enzima  dE  hlgado   de  cEI'-

dD   (2)   v  de   7,0  Fiara   la   quinE]§a   de   latex  del   al`bc]1   de  caui=hct   (15).

Lc]s   I`esultadog   se   F]aI'ec3en  m6§   @1   F)ut]1icE}do   papa   la  quina§a   fo§fomevE

16nica   de  levadul`a,   en  qua  §e  dE§cl`ibe  no  un  F]H  6ptim   §ino  un  range

6ptimo   dE   pH  qua   se  extiende   Bntl`e  pH   5,5   v   10,0   (1).

La  enzima  pre§Enta  cinetiBa  hipel`b61ica  papa  ambos  su§tl`atos,

el  MVA-P  y  el  ATP.     Log  trazadc]§  de  Lingugaver-Buck  pain  un   suEltrato

a  diferentEs  BoncEntracionE!§  fijag  dEI  Dtro   dan  En  ambo§  ca§o§  uns  fa
-.-_

milia   dE  llnea§  quE   §E  col.tan  maa  al`I`iba  de  la  absci§a   y  a  la  izquiEE

do   de  la   opdEnada.     Este  compol`tamiEnto   e§  propic]   dE   un  mecani§mo   §E-

Buencial  pare  uno  reaEci6n  eon   dc]§  §u§tl'ato§  En  qua  Hia,   la  cDn§tantE

de   dl§ociaci6n  F]ara   el   FirimE3r   §u§tl`ato   e§  mayor  que  Ha,   la   cc)n§tElntE!

dE  Mit=haeli§  pal'a   e§e   §u§tl`ato   (57).     Lag  Hm  vt3rdaderas  determinadaB

pal`a  ambo§   sustl`atos   En   el  en§ayc}   efectuado   a   FiH  7,5  en   fc)§f`ato   de   pE

tasic)   0,1   M   fueron   0,075  mM  pEiI`a   el   MVA-P   y  0,46  mM   pare   el   ATP.     Cc]-

mc}  Bn  lag  condicione§  experimentale§  E§tudiada§,   la  concentraci6n  del

complejc]   Mg-ATP   val`i6   entl`E  un   95   y  un   99  %,   1a   Hm  call:ulada   pE]ra     EI

ATP   deberla   corl`e§pc]nder   c]   sEI`  muy   §imilal`   a   lEi   dEl   complejo   Mg-ATP,

el  cual  e8  el  verdaderc]   su§tl`atc]  de  la  enzima.     La  con§tante  dE  di§o-

claci6n  f]ara  el  pl'imel'   §u§trato   dE  la   Enzlma   I'Esult6   §Er  0,11  mM.     €c]
_

mc]   el   valor   de   e§ta   altima   Bc]nE;tantE   g§  mayor  que  la   Hm   Eel  MVA-P   y

manor  quE  la   del  ATP,   si   §e  §uponE  un  mecani§mc]   §ecuancial  ordenado,

145



el  MVA-P  dgberla  Ber  el  primer  §uE}trato  qua  8e  uns  a  la  enzima  v  el

Mg-ATP  el   BEgundo.     Sin  embargo,   log   datos  cin€tico§  disponiblg6  no

permiten  establgt}er  qu€  cla§e  dE  mecani§mo  §Ecuencial  cataliza  la  eE

zima ,

El  mecani§mo   de  la  I'eacci6n  de  la  quinasa  fl]Eifc]meval6nica  po-

dI.£a  ser  §imilal.  al  F]I`eBentado  pop  LEI  quinasa  meval6nica,   en  la  I:ual

el  MUA   ea   El  i]rimEI`   §ustrato   y   g1  Mg-ATP  EI   Begundo,   el  MVA-P  el  pl`i

mer  prciducto   v  ADP  el   §E!gundo   prc}ducto   (23).     En   el   caso  de  la  quinE

8a  foE3fomeval6nica   el  MUA-P  sel`1a   E!1   primel`   su§trato  pudiendo   BEE  el

MVA-PP   El   pl'imEI'   FII`oducto.

En  log  expel`imento§  dE  inat3tivat3i6n  de  la  quina§a  fo8fomevali

nica  pcir  DTNB,   pop   F'LP   v  pop  butanodiona,   sE   Encontr6   qug   en   tcldo§

log  ca§oB  el  MVA-F  Be  compol.ta   como  un   ef Ectivo  pl`c]tectl]r  de  la  E!nzi

rna,   no   a§1   el  Mg-ATP  qua  no  pl.EBEnta  efecto  protector  frEnte  al  DTNB

y  al  PLP  v  protege  En  mc}nor  grado  qua  el  MVA-P  frentE  a  la  butanodiE

na.     §i   sE  necesita  que   el  MVA-P  sB  Lina  F]rimel.amente  a  la  enzima  pa-

I`a  qua  En§eguida  pueda   haGerlo   g1  Mg-ATF',   E§  Explicable  la   falta   de

efecto  protector  de  e§te  altimo®     E§ta  Bupo§ici6n  no  excluye  la  po§i

bilidac!  que  la  enzima  tEnga  dos  §itio6  difel'Entes,   uno  pal`a  cads  SUE

trato   y  qug  la  falta  de  pliotecci6n  del  Mg-ATP  §e  deba  a  que  log  I'eaE

tivog  modificatlorB§  intgractaan  cc]n   E1  §itio  de     -   uni6n  dEI  MVA-P  y

no   dEI   Mg-ATP.
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D.     Egtudic]s   del  centl`o  activci   dE  la  quina§a   fo§f.omBval6nic:a.

§e  con§idEI`6   de  intBI'6§  EI   E§tudic]   de   I'e§iduo§   de  aminoaci-

dos  E8enciEile§  pars  la  actividad  de  la  quina§a  flJ§fomeval6nica  como

una   fc]I'ma   dB   abol`dar   la   I=ompl'enE]i6n   dB   lag  ba§eB   quimicE]§   del  meca-

ni§mo   de   Eat61i§iB.      Una   manera   de   c3nf'c]cal`   B§tE3   problema   B§   e§tudiEin

do  la   deF]endencia  dgl  pH  en  la  act:ivitlad  enzimatic:a.

usualmente  El   §itio  activo   de  lag  Enzimas  incluyE!  I`e§iduo§  ic}

nizables  dE  aminoacido§,   log  c}uale§   dgben  pl'E§ental`  uno   dEtErminatla

for.rna   i6nit:a   pars  mantener   §u   conf.oI`mal=i6n,   unil`   lc]E5   Bu§tl`atc}§,   a   cE

talizal'  la  I'eacci6n.     Pop  Dtl`a  F]arte,   §i   log   §ustratoB  §Dn  tEimbi6n

ionizablE§,   ellos   deben   pl'E§Entar  una   dEtE!Tminada  ft]I`ma   i6nit=a  papa

unil`§E   a  la   enzima,   a   gg1`  trangFormados  en  la   I.eacci6n.     La   I.epTe§Bn

taci6n   dE!1   1cig   dE3   Vmax   c]   dE3   pHm   en   f.unci6n   del   FiH   pc3rmite   en   alguno§

casos  la  idEntif.i cEci6n   de   I`E3§iduo§   ic]nizablE§   en   el   I=i]mplejD   E§     a

en  la   Enzima  libinE   (56,   S7).
I

I

E§tE   tipoi  dE   E§tudiDs   no   F]I`opol.c3ion6   infol`maci6n   valio§a   pEiTa

la  quina§a   fo§f`oheval6nica  en   lag  conclit3iDnEs   expEI'imEntalEs   Ensaya-

da§:      el   gI.afico|  lr:   Vmax  gn   funBi6n   dE!l   pH  FiI`[§Ent6   un   F]unto   de   in-
1

flexi6n  a  pH  6,5F  con   uno   pEndiEnte   dE  0,57,   y  el   gI`af.ico  pKm  aparEE
I

te  para   el  MVA-P|,   dicl   un   quiebre   po§itivo   a   FiH   6,5   y  uno  nega.`civc]   a

FiH  7,9,   con   una  Pendiente   de  0,23,   valorE§  e§timado§  pop  in§pecci6n

visual   dE  log  grpflco§.     Papa  Dbtener  infoTmaBi6n   rElativa  a   gl`upD§
I

ionizable§   dE   lal  Enzima   c]   del   Ec]mplE!jo   E§   §E   I`equiel`E3   que3   lag   pentliEn
I

tea   dE   talg§   rep[E5Entaeione§   Bean  namE2ro   E:ntel`B§,        log     cualEg
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col`I'esFIonden   al   Bambio   de  t:argo   quE   Be  pl`oduce   en   el   I'ango   de  pH  gs-

tudiado ,

Dado  quE  la  quina§a  fo§f`c]meval6nica  oataliza  una  I`Eacci6n  gn-

tre  dos   Bust;I`ato§,   pregentando   ambo§  un  pH  entl'e  6   y  7,   log   I.e§ulta-

dos  .c]titenido§  puEden   intel`pretarBe  coma   debido§  a  uno   §ituaci6n  com-

Flleja   en  que  intel`actdan  con  la  Enzima   dif`erente§  fol'ma§  i6nicas     de

log  §u§tl`ato§,   adema§  que  la  enzim  mi§ma  puede  pre§entar  diferente§

E§t@do§   de   ionizaEi6n   a   log  dif.E!I.Bnte§   pH.

La   di§minuci6n   dE   la   l{m   apal`ente   pal`a   el   MVA-P   §obl'e   pH   6,5  pg.

dI`Ia   dE!bEI`§E   a   que   e§tE   §u§tl`ato   en   §u   fDI`ma   di§oBiada   pl`EBenta     una

mayor   afinidad  pop  la   enzimo   quE   la   FBI.rna   no   di§ociada.     La   I`Epl'e§En
_

tE]ci6n   dE   pHm   papa   EI   Mg-ATP   En   funci6n   del   pH   f`ug  mEnD§   infol`mativa

Ban   y  no  fug  po8ible  obtenep  de  ella  ninguna  conclu§i6n  I'elativ@  a  gru

gI`upo§   ii]nizEiblE§   dE   la   Enzima.
rl

Dtra   form  de  abol`dar  LIL   E3§tudio   de  re§iduoB  e§enciale§   de  a-

minoacido§  pal'a  la  actividad  [atalftic:a  t3on8i§te  E!n  utilizE]r  reacti-

vo§  mc]clif.icadore§   E§peclfico§   de   gI'upoa  quimiBos.     La   qulnaBa   fo§f`o-

meval6nica   I`Equiere  la  prE§encia   dg  I:omFlue8to8   8ulfhidl`ilo§  pal`a     la

mantEnci6n   de   §u   actividad.     E§tudic)a   pl'evio§   rE@1izado§  con   PI`EpaI`E

I=ione§   cl.udE]§   dE   la   enzima   de   hlgado   dE   cerdo   8efialan   qiie  la   quina§a

§e  inactive  Con  p-cloromel`t=ul`ibenzoato   §iendo  este  Efecto  I'evel.tido

pop   2,3-dimel'captoprc]F]E]nc]l  a   glutation   (2).

§obre  la  base  da  esto§  antegetlentg§,   §e  hizo  ijn  Bstudio   dB  mo

dificaci6n   dE   la   enzima   Eon   DTNE].     E§te   I`E3aEtivo   E§   lino   dE   log  m£§   §e

lEctivos  F}al`a  grupos   §ulfhidriloB   y  ha  §ido  exten§amEmte  utilizadD  En

la  modificaci6n   y  titulaci6n   de  e§to§  grLjpo§   (49,   58-64).     §E   demo§-

tl.6  quE   el   DTNB   inactiva   I.aFlidamEnte   a   la   Bnzimo,      §iendo     1o
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inactivaEi6n   dBpgndientB   de  la  cc}ncentl'aci6n   dEI   I`eactivo,   de  modo

qua  a  0,1  mM,   la  enzima  pierde  totalmente  §u  actividad  gn   10  minu-

toEi.      En   auBencia   dB   §u§tl'E]toB   se   dEmostr6   que   el   DTNB   real:ciona

c[]n  un   grupo   8ulfhidpilo   de  la  quinEi§a  fci§fomeval6nit=a  pl.oduoiBndo

§u  gompleta  inactivaci6n.     La  revEI`§i6n  de  la  inactivaci6n  pop  2-

mEI`captoEtE]nol  o  ditiotlieitol  confirma  qua  la  p6I'dida  de  octividad

Be  debs  a  la  reacci6n  Entre  D"B  y  un  gI'upo  §ulf`hidl`ilo.     La  pro-

tecci6n  qua   ejgrl=E  el  MVA-P  §ugiBI'e  que  El  gI.upo   sulfhidl`ilo   reat3-

tivo   E§t6  en  o  en  lag  pl`DximidatlE§  del   §itio  activo,   posiblEmgnte

En   I'elEici6n  al   §itio   de   uni6n   del  MVA-P®     La  f.alto  dE   efecto  pl'otEc
__

tor  del  Mg-ATP  e§tal`±a  indicando  que   81  gI.upo   §ulfhidl`ilo  est6     En

un   §itio   dif'el`ente   del   §iti@   de   uni6n   dE   e§tE  §u§tl`ato,   a   biE!n     Pug

Flal`a  que   el  Mg-ATP   sg  uns  a   la   enzima   E§  nece§aria  la   uni6n   pl`evia

del  MVA-P,   i=omo   1o   §ugieren   log   I`E!§ultado§   [in6tico§   di§t3utidc]a  mag

a=Tiba ,

El  ef'ecto  pl'otector  de  un  §u§trato  en  una  I.Eacci6n  de  inaBti

vac:i6n  in  dE§carta,   Sin  emt]al`go,   la  po§ibilidad  que  el   grupo   real=ti

vo  e§t6  en  otro  §itio  di§tinto  al  sitio  dE  uni6n  dE  e§E  §u§tl`ato  y

la   F]I`otet:cifin   Bjercida  pop   61   §g   Lleba   a  que   pl`oduce   un   cambio   Bonfor
_

macic]nal   En  la  enzima  qua   detel`mine  quE   el   gI`uF]o   I`eactivo   dE   la   enzi
_-_

rna   ya  no   8Ea   acce§iblE  al   reactivo  modificadol`.     Sin   Embargo,   la  c3o-

rrelE]ci6n  qua   exi§te  Entl`e  p6I`dida   dE   actividad   y  f.ormaci6n   L]E   2-ni-

tm-5-mercaptobenzoato,   E5ugiere  qua  la  reE]cci6n  e§ta  oculTiendo  cc]n

un  grupo   §ulfhidl`ilo  catalltit:amente  importante.     No  E3s  probable  qua

sE  pl`c]duzca  inhibit:i6n  e§tgquiometrica  dB  la  enzima   §i   el   I'e§iduo  paE

ticipantE  En  la  reacci6n   tienE  §61o  elp`|,I.=1   :'=  mantEnc:I  la  conforma:i.5n
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at:tiva   de  la   F}I'otElna   (88).

La   quina§@   fc]§fomeval6nica  mDdificada   pal`cialmEntE   poll   DTNB

pl`EBenta   inaltel.E}dE]§   lag   Hm  apal.gnte§   papa   log   dos   BuatrEitD§.     AdB

m6§,   1a   con§tantE3  I;atalltic:a   cJE3   la   enzima   par.cialemente   inat=tivada

con   DTNB   es   igual   a   la   de   la   enzima   nc]  modificadEi.      E§tg   hEc;hc]  §E!-

fiala  qua  la  Enzima  mc]dificada  es  totalmente  inactiva  y  en  tales  cir

I:ungtancia§   §61o   sDn   ac}tiva§   1as  mol€culEi§   dB   enzima  .  no  modific}a-

das  pc]I.   El   reactivo.     La   p€I`cJida   dE  activitlad  Fiuede   dgbepEie   a   qua

el   grupc]  mc]dificado   e§t€  implicadc)   en  la  catali§i§  y  no   en  la  unifin

de    .6u§tratos   (88).     gin   embargD,1c]s   datoB   di§ponible§  no  permitEn

dec}idir  si  la  inactivac}i6n   §e  debs  a  la  altEI`aci6n  dE  la  uni6n  del

MVA-P  a   bien   a  un  F]a§c]   po§tel'ior  a  la   catali§i§.

Dtl`o   e§tudio   de   I`e§idug§   ule   aminoacidDs   e§E3nc:iale§   pal`a     1o

at]tividad  catalltica  §E  hizu  invE§tigantlo  la  pre§encia   de  gruF]os  a-

minc]§  pl`imaric]§   dE   la  Enzima.     Pal`a   ello   §E!  utiliz6  piridDxal-5'-

fo§fatc]   com]   I'eactivo  m[]dif`icadDI.,   el   I:Hal   En   combinaci6n  con   bc]I`o-

hidrul`c]   de   so[lic]   §e   hE]   utilizadc]   ba§tantE   En   El   flltimo   tiempc]   par@

identificar  re§iduc]§  dE  lisina  reaGtivos.     §e  ha  encontl`ado  qua  di-

vEr§as   BnzimE]§   qLiB   utilizan   §u§trEito§   fosforilado§  pre§ent@n   liBin@

en   E1   §itic]   dE   uni6n   dE2   fc]§fat@   (65-71).

En   este   tl.abajc]   Be   dE3mue§tI.a   qua     81   PLP   inhibE   a   la   qLiina§a

fosf`omeval6nica  rapidamEntE   \/  a  ct]ncentraciong§  ba§tante  baja§  dEl

rEactivo.     El  grado  de  inactivacifin  Es  depentlientE  dE  la  concEntra-

ci6n   dE   PLF',   1legandc]§e   a   un  maxima   dE  p8rditla   de  ac:tividad  con     un

25-30  %  c!e  actividad  I'e§ic]ual.     E§te   I'E!§ultadc]   §E   obtiEnE   inGlu9c)

can   goncentraEionE§   de   F'LP  5   x   10-4  M,   reF]I`e§Entando   Lln   Excg§o

150



dE  350  vEce§   sobl`E  la  cc)n[entl`aci6n   dE  la  enzima.

La  inactivat=i6n  pl'oducida  pol`  PLP  puede   ssr  revertida  pop

diali§i§  o  agregando  un  compuEsto  que  pl`esente  un  gI`iipo  amino  Firi

maria  coma   li§5      ,   no   §iendo  posit]lE  Efectuar  la  I'Evel'§i6n   §i  PIE

via  a  la  diall§i§  c]  a  la  adici6n  de  li§ina  t]e  agl`ega  borohidl`ul`o

de   §odio.     Esto§  reE}ultadc)§  demue§tl`Ein  quE  la   reacc}i6n   de  inacti-

vaci6n  §e  produce  debidci  a  la  fol'maci6n  dg  una  base  de  §chiff  en-

tl'e  el  gI.upo   aldehf do   del   PLP   y  un   grupc]  Eimino   pl`imario   cle  la  en-

zima.     Uno  de  log  §u§trato§,   el  MVA-P  F]rotege  a  la  quinasa  fo§fo-

meval6nica   de  la  inac}tivaci6n,   §ugiriendo  que  el   grLipo  amino  I`eac

tivo   §e  Encuentl`a  en  a   En  lag  proximidadEs  del   §itio   dE3  uni6n   c]gl

MVA-P®     La   vElot:idad  dE  inactivaci6n  pre§Enta  cin€tica   de  p§eudt]

primEI`  arden   a   baja§  I:onGEntl`acione§   de   PLP,   ob§ervando§e  una   dE-

pendenBia   lineal   entl`e  lag   BBn§tante§   de  pseudo   F]rfumel`  oI`dEn   obsel`

vadaB  y  la  I:oncentl`aci6n   de  PLP.     E§te  re§ultado  Eg  cal`actel'±§tico

tie   una   I`Eac}ci6n   dE   §Egundo   I]rdEn.     A   pH   7,5   el   vEl.or   de   la   con§tan

te   dg   segundo   oI.den   sg   e§tim6   en   7,4   x   103  M-1  min-1.     E§tE   I.gaul.

tadc]   sE   Eonfirm6   dEtEI`minandc]   El   arden   de  la   I`Eat=ci6n   con   I`E§pgcto

a  la  I:oncentliacion  del   inhibidor  gI`aficando  E11c]gal'itmo   de  la cons

tante  de  velogidad  ob§ervEida  En  f`unci6n  del  logaTitmc]   de  la  [oncen

tl`aci6n   de  PLP.     E§te  metodc]   fug   de§crito  primerE]mente  pop  Levy   y

Ryan  quiene§   demo§tl`al'on  qua  3  mol6cula§   dE   2,4-dinitl`ofEnol   §E  u-

nen   a  uns  mol€cula   de  mio§ina  pl`oduBiEndo   §u   inactivaci6n   (72)   y

ha  §idci  postEric]rmentE  utilizac]o  pop  val`io§  autore§  pal`a   e§table-

cel`   El   ndmero   dE!  mol€c:ula§   de   diver§o§   inhibidore§  qua   I.Eat:cic]nan

con  el   §itio  activt]  de  enzima§   (72-78).     En  E!§te  tl.abajo,   tEil
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I`eppe§entaci6n  dio  uns  Fiendiente  de   1,0,   indicEndo  qua  cuando  9e

pl'oduce  la    inactivaci6n  de  la  quina§a  fo§fomeval6nica  par  PLP,  i

na  mc]16eiila   del   reactive   I`Eaeciona  con   Llna  mol6cula   de   Enzima.

[omo   una  manera   dE   EE3tablE!cel'   El   pH   t]El   grupo   reaBtivB     de

la   gnzima  qua   I`eacciona  con  PLF],   §E   e§tudi6  la   dependent:ia   dg     la

velc]cidad  de  inElctivaci6n   En  funci6n  del  pH.     §e  encc}ntr6  que     la

velot:idad  de  inai=tivaci6n  e§  Firofundamentg  af.ectada  pal.  el  PH   y  al

I`eFII`E§Entar  lag  con§tantE§  dg  velocic]ad  E!n  funci6n   del  pH,   el   gra-

fico   (figura  43)   §e  parecE  a  una  cul`va  de  titulaci6n  con  un  pH  dE

8,25  a   240   y  de  7,95  a   310.     E§tc}§  valcil'e§  podrian  atribulr§e  a

un   gI`upci   ic]nizable   del   PLP  o   dg   la   Bnzima.     EI   F'LP  pre§E!nta   val`io§

grupc]s  ionizable§:     fo§fatc]   (pH  2,12),   grupc]   hidroxilo   (pH  4,14)   y

nitl`6geno   Eil.clmatico   (pH  8,69)(90).     El  pH  del  nitrfigeno  aromatiBo

se  aproxima  al  pH  determinEidc]  pal`a  la  reacci6n  de  inactivaci6n  pero

§u   pal`ticipaci6n   no   e§   probable   ya  qua   su   dE§Fil`citc]nat=i6n   dEtEI`mina-

I.£a  no   un  aumEntc]   §ino   una   di§minuci6n   de   la   velocidad  Fiol`   1a  menc]r

Electrof.ilil=idad   del   grupo   Eal`bonilo.     Pal`eEE   pl`obablE   entc]nBE§  que

log   pH   Encontl.ados   BOI`I`e§pondan   a   un   gI'upci   aminc}   pl`imal.io   dE   la   en-

zima   qua   I`eac}t:1ona   con   PLP.     Tal   grupc]   podl`ia   §er  un  qf amino   prima-

I`ic]   a   un  f  amino   dE   li§ina.     E§te   dlt±.mc}   ha   §idc]   demo§tl`adc]   quE   g§-

ta   pre§EntE   E!n   divel'§a§   enzima5   qua   I`Eact:ic]nan   con   PLP®      §i   fuEra

un   gI.upo   € aminc}   de  li§ina   §ignifical`£a  qua   §e  trata   de  un   gI`uFiomuy

real:tivo.     Log  re§idut]s   de  li§ina   E!n  log  Fi6ptido§  Fil`e§Entan   valc]re§

de   pH   de   alrededoli   dE   10.     MUBha§   pl`otElnEIg,   Sin   embal`go,   tiEnen   re

Biduc]§   de  li§ina   de§u§adamentB   I`eactivo§  con   pH  anfimalo§  que  puedE!n

§er  tan  bajo§  t3omo  5,9  pars  la  Dxaloacetato   descal't]oxila§a   (91)   y
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de  7,7  en  la   dE§hidl`ogena§a  glutfmic@   (92).

El   valor   de   pH   dE   un   gI`upo   I`Eactivo  quE!do   detel'minodo   pop

el  micrc]ambiente  qua   1o   I`odea.     A§1,   un   bajo   pH  pQra   un   gropo

amino   puedE   debel`§g   a   qua   g1  micrDambiente  qua   I'ode@   e§tE   grupo

pl`E§enta   carga§  pc]sitiva§®     Poll  ot;pa  pnl`te,   lE   intEI`acci6n  entre

grupci§   de   I:ul'ga   I)pue§tc]   §e   puet]e   f`ovc]rEc=er   en   un   miBI`DQmbignte

de  bc]jci  poloridad.

Lo  pl`e§Encia   dE   unc]   cargfl   po§itiva   en   lag   F]I`oximidode§   dBl

gI'upD    f amino   podl`Ia   Explicar  lo  mayor  eficiEncio   dE!1   F'LP   E3n   la

inactivoci6n   dE   lo  quina§@  fo§fomEvolfinic}a  en   rElc]gi6n  o1  pil'ido-

xal.      E§tE   hEcho   concLiEI`da   c:on   ob§el'vacionE3§   reciEntE§,   E3n   qua   §e

ha   E3ncc]ntrado   qua   val`iD§   enzimo§   qLiE   requiel`E3n   dE3   §u§tl`ato§     con

gruF}o§   Bc]I`gado§  negativamente   coma   Bal'boxilo§   o   fosfato§   pl'g3§En-

tan   al`ginino   en   El   cE3ntl`o   activo   (94-1D2).     Alguna§   enzima§   pl`E3§En

tan  en  el  §itio  de  uni6n   de  Bu§tratos  cal`gc)dos  nggotivnmente  tonto

li§ina   coma   @rginina,   coma   1@   dE§hidrogena§a   lactico   (98)   y   f.I`uGta

§a  -1,6-di-fo§fato  foefataEla   (79-99)   Entl`E  otl`a§.     La  fl`ucto§a

-1,6-di-fo§f@to  oldolo§o  pre§Enta  un  I`e§iduo   dE  li§ina   implicodo

en   el   §itio   dE  uni6n   de  f.o§fatD del carbc]no  6,   dEmo§trado  FIor  e§tu

dio§   con   PLP   (59),   miEntl`a§   que  FII'e§Enta   un   I`e§iduo   de   oI'ginino

qua  pol'ticipa  en  la  uni6n   de  fosfato  del  t=oI`bono   1   del  §u§troto,   rE

vEladc]   F]DI`   e§tudio§   de  modifit3ac;i6n   con  butanodiono   (64).

El   e§tudic]   de  lag   Hm  apaI`Bnte§   detErminada§   en   la   enzima  mc]

dif.icadEI   Cc]n   PLP   revElaron   uno   Hm   di§minu±da   En   apl'c]ximc]damEntE   un

5C]   %  F]al'a   el   MVA-P   en   I`Elaci6n   a   1@   Enzima   nBtlv@,      mientra§   qua   la

Hm   apc]I'E}nte   pal`a   EI   ATP   no   Be  modific6.     E§te   re§ultado   fug     un
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tanto  ine§pel'ado  par  cuanto  en  principio  podl`ia  e§pEI`ar§e  que  la

afinidad  dE   la  enzima   Flop  el  MVA-P  di§minuyera  can   el   gI`upo  amino

t]loqueado  a  al  meno§  §e  mantuviEI`a  inalterada.

La   enzima   no   e§  tc]talmente  inactivada  pop  PLP,   adn  aumen-

tando  la  concentl`aci6n   del  I.eat=tivo  ha§ta  0,5  mM  en  que  la  agtivi

dad  llega  a  un  25-30  %  dE  la  inicial.     Pt]r  otl'a  parte,   un   §egundo

tl`atamiento  con  PLP  despu€s  dE  I`Educir  la  base  de  §chiff  fi]rmada

gn  El  pl`imer  tratamiento  tampoco  logra  una  inactivaci6n  adicional.

E§tt]§   hecho§   §ugiel`En   que   el   PLP  F}I`odut:e   coma   re§ultado   una   enzima

adn  activa  con  pl`opiedades  catalltit:as  altel`Eida§.     El   gI'upo  amino

pl`imario  I`eactivo,   pl`e§umiblementE  de  li§ina,   e§tal`£a   ubicado     en

el   Eentl`o   aEtivo   cel`Ba   del   §itio   dE   uni6n   dEI  MVA-F',   I:c]mo   lo   demue§

tl`a  la  altel`aci6n   de   8u  Hm  aFial'ente,   y  tal   grupo  no   tendl`Ia  unpE|pel

E§Enc}ial   en   el   Fil`oce§o   catal£tico   pl`oFiiamentE   tal   coma   1o   demues-

tra  El  hecho  que  la  enzima  modificada  §iga  §iendo  aan  activa.

La  mayor  ef.icacia   del   PLP  en  I`elaci6n   a  PL  a   PAP,   indica  que

el  fo§f`ato   debe  intel`actuar  e§pecff.icamente  cc]n  la   enzima,   t3ontribu
L=

yEndo  la  base  de  §chiff  §61o  en  F]arte  a  la  gnel'gia  libre  favorable

de  uni6n   (103).

La  PAP  podl`Ia  ocupar  el   §itiD  fl§ico   de  la  enzima   donde     §e

une  el  PLP,   pudiendo  producir  inactivaci6n  aan   sin  fol`mal`§e  una  ba

§e   de   §chif.f.     Con   I`e§FiEctD  al   PL,   §e   dgbE  tEner  pre§ente  que  e§te

compue§to   §e  encuEntl'a   en  gI`an   prt]pol`ci6n   en   fol`ma   hemiacEtalica   a

cualquier  pH   (104,105)   mientl`a§  quE  el   PLP  e§   100  %  aldehldo.     En

I:on§ec:uencla,   la  inactivaci6n  producic]a  Flop  una  detel'minada  cc]ncen

traci6n  de  PL  puede  no  Teflejar  El  grado  I.gal  de  inactivaci6n    qua
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pl`ciducil`±a   la   fDrma  aldeh±dit3a   del  compue§to.

Es  po§ible  qua  la  e§pecificidad  de  la  I`eacci6n  con  PLP  Sea

atribu±blE  a  un   efEcto   dil`e€to   dEl   grLiF)D   f`o§fato.     E§ta  conelu§i6n

es   aF]oyada   fuertEmEnte   pop   el   hEeho   que   EI  MVA-P  puEde   pl.Dteger   a

la   enzima  de  la  inactivaei6n.     Pop  Dtra  F]al`te,   lag  bajas  cBncEmtl`a

cionea   de  F]LP  nECESEII`ia§   pal'a   la   inat:tiva[i6n,   y  el   hecho   que     un

§c]lo   gI`upo  amim  participe  en  la  reacci6n,   apc]yan  la  §ugerE:ncia

que   §e   trata   de   tln   ef`Ecto   e§F]eElf`ico,   y   no   F]GI`dida   de   aBtividad   dE

bitlo  a  deBnaturalizaci6n  pDr  cantidad  de  I`eactivo.

La  memr   Ism   apal`ente   Enccintrada   pal`a   el  MVA-P   en   la   enzima

modif`icada,   pDdl.ia   exFilicEI`§e   F]or   El   hec:ho   qua   a   F]H   7,5,   En   qua   §e

hizo  la  deter.minaci6n,   el  F'LP  pl'e§Enta  una  cal`ga  po§itiva  en  el   ni

tl`6geno   al`Dmatil=o   cuyD   pH   es  8,69   (90)   favc]I`eciEndo   de   esta  mangra

la  intel`E]cci6n   dEI  MVA-P  negativamente  cargado.

Papa   pl`c]bar   §i   la   quina§a   fc}§fomeval6nica   tiEnE   I`e§iduo§   E-

§enciEile§   de  al`ginina,   §E  E§tudi6   EI   EfEcto   de  la   incubaci6n  Con

butanodiona   §c]bre  la   actividad.     E§te   I`eactivo   ha   E3ido   exten§amEn-

tE  utilizado   gn   log  altimo§  aFic]§  F]ara  modificar   §EIEctivEimente   rE-

§iduo§   dE   arginina   (50,   77,   7S,   95-102).     EI   I`Eactivo   §e   ii§a   enBon

dicione§  I.elE]tivamentE   Buave§,   de  pl`eferencia   en  tamp6n  boratc],   y

en   EBtEi§   condiEione§la  butanodiona   cc}ndgn§a   I`EVEr§iblE3mente   con log

gI`upos   amino§   dgl   gI`upo   guanidinc}.     EI   F}roducto   dE   conden§aci6nfor

rna   un  complEjo,   tambi6n   pever§ible  con  boratc],   1o   I:ual   hace  que  la

I`eacci6n   En  pre§enc:ia  dE  E§tE  altimo   §Ea  mag   I.apida.     Al   retil.arEl

bol'ato,   81  pl`oducto   dE   gondEn§aci6n   §e  di§ocia   lentamEnte  papa   I`e-

general`  El   gI`upo  guanidino   (50).     La  qijina§a  fo§fomeval6nica
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Experiment6  inactivaci6n  con  el  reactivo,   y  e§ta  inactivaci6n  fug

dependiente   dEl   tiemF}o,   §iguiEndo  la   reacci6n  cin6tit:a   de  FI§Eudo

pl`imer  t]I`den®     La   enzima   fug  clal`amEnte  pl'otegida   de   la  inactiva-

I:i6n   pop  MVA-P   y   en   mEnor   gI.ado   pc}r  Mg-ATP.      E§to§   peBultado§   §i]-

giel'En   qua   la  quina§a   foE3fomeval6nica   po§EE,   al  menos,   un   I`E§iduo

dE  al`ginina   E§Encial  pal`a  la  actividad  ubicado   em  El   §itio  Elctivo

a   en   §u§  proximidade§.     EBtE   he[ho   confil`ma   log   I`B§ultado§   ya   co-

mgntado§   obtenido§   Bc]n   otl`a§   Enzima§   que   requierEn   de   §u§t;I`atD§   a

ni6nit:c]§,

E.     Con§idEI`at=ione§  finales.

El   e§tudio  dB   la   quina§a  fo§Fomeval6nica   dE   hf gado   de    .cer

do   §e   abol'd6   fundamentalmEntE   con   El   objEto   dE   que  con   EI   Bonc)Gi-

miEntD   de   §u§   pl`opiEdade§   §e   pudiel`a   tletel`minar   En   mejor   f.tJI`mael   PE

pE|   que  esta   Enzima   dE§empefia   En   la  bio§intE§i§   dEl   gole§tEI.ol.

La   enzima   dEmo§tl`6   §er   una   FirotEina   dE   bajo   peso  mole:cular,   mono-

m6rica   y  pl`e§enta     cinf tica   hipErb61ica   F}al`a   §u§   dos   §u§tl'ato§®

E§tDB  dato§  peEmiten   suponer  que  ella  no   debe  tener  un  papel  I'eg±

lador   impol`tante   en   la   via   bio§ini;6ti[a®     Debs   agl'Egal`§g   a   BE;to

qua   la   Hm   VEI.dadel'a   Fiara   el  MVA-P   detel'minada   En   E§i;a   tesi§   (0,075

mM)   no   concuEI`da   cc]n   la   Hm  apal`ente   dE   0,3  mM   obtenida   en   e§t;udios

preliminal'E§   de  Hellig   y  F'c]pjak   (2),   autore§   qua   §ugil.ieron   un   FIDEii

ble  panel   I.eguladDr  dE   e8ta   enzima   pop   la  alta   Hm  aparente   detE3rmi

nada   Flop   Ello§®     La   quina§a   Fo§fomeval6ni[a   dEmo§tl`6   adema§   qua   §u

aBtividad  no  e§  modificada   pop  AMP,   MVA,   f`o§fato,   pil`ofD§fato    r..'.

NHI.     E§ta§  con§idEracione§  no  excluyEn  la  po§ibilidad  que  la   enzima
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tEnga  un  papel   I`egulador  a  tpE]vGB  de  la  modulaci6n   de   §u   slnte§ia,

ya   §e@   §ola   a   coDrt]inE)d@   con   otl`a§   enzima§.     La  notable   diferencia

En  cantitlad  de   enzima  encontl`ada  en  alguno§  ca8o§  en     diferente8

hlgado§,   procE§adD§   tDdo§   de   id6ntica   fol`ma,   F]el`mite   suF]Dner  que   El

nivel   de  §Inte§i8  de.  quina§a  f'oBfomeval6nlca  puE!de  e§tar  §ometido  a

un   si§tema   de  t=ontrol,   po§iblemente  influfdo  pop  fat=tol`e§  nutl'icio-

nale§,   quiz£§  par  el  nivel   de  cole§tEI`ol  mi§mo.

IndepBndiEntemente  del   rol   I`egulador  que  la  quina§a  fo8fome-

val6nica  Flueda  tEner,   ella  prE§enta  un   intel'6§  de  oI`den   egenral:   e§

uns  quina§a   de  pequefio  tamafio  a  la  cual   8e  le  ha  determinadn  un   §6
_

1o  re§iduo   de  ci§telna   §iendo   6§te  E§Enc:ial  pal`a  1@  actividad  Bats-

lltiBa.     Adema§   pl`e§enta  un  I.e§iduo   dE  li§ina  al  parEcer  en  lag  pl`E

ximidade§   del   §itio   de   Lini6n   del   MVA-P   y  F]osiblemEnte   tambi6n   tenga

arginina   En   EgtE   §itig.     En   log  filtimD§   afiD§   §g   ha   publicadD   uno   §e:
-I

I`iE  de  tl'abajo§  §obre  I`e§iduo§  impol`tante§  papa  la  catali§i§  de  di-

ver§a§   quina§a§   y  de§hidl`ogena§a§,   ob§el'vando8e  uns   gI`an   §imilari-

dad  entl`B   Enzima§   dE   uno  mi§ma  class.

La  quina§a  f.o§fomeval6niBa  present;a  cal`acterl§tica§     E§truc

tul`ale§  §emejante§  a  Btl`a§  quina§a§  en   El  centre  activo.     Log     ha-

llazgo§  haBta  ahol'a  pl.oducido§,   pel`miten   Bupc]ner  la  exi§tencia   de

mecani§mo§  t=omune§   En   dEtel`minada§   I`eacBione§   enzimatica§.     El   he-

cho  qua  enzimaB  que  I:atalizan  reaccione§  parecida§,   pre§entBn  ele-

mentD§  e§tl'ucturalEs   aemejante§,   apal`ece   como   algo  natural   dt3ntl`o

del   pl`ini=ipio   de  el=onomia  molec:ular  que  cal.ac3teriza   a   la  materia

viva.     En  la  medida  en  que  f.en6mEno8  ai§lado§  han  podido   §er  inte-

gI`ado§  bajo   patl`onEg  comune§,   el   avancE   en   el   concicimiento   de   e§o§
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fen6meno§   ha   §ido   enol`memente   int:I'EmentadD®     De§de   e§te   punto   dg

vista,   el  conocimiE3nto   de  mecani§mo§  dg  catali§is  pl`omEte  un  ra-

pido   avance   en   un   futurc]  pr6ximc].
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