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RESUMEN
Se elabord un procedimiento de purificacion de la
glucoquinasa de higado de rata, basado en métodos usados
previamente en este laboratorio y en algunas variantes
desarrolladas en este trabajo, las cuales resultaron Uutiles para

obtener un mayor rendimiento de la preparacién enzimdtica.

Las etapas del procedimiento fueron: a) homogeneizacién del
higado y separacion de un ITquido sobrenadante por
centrifugacién a 105.000 g; b) cromatografia en DEAE-celulosa;
c) precipitacién con sulfato de amonio entre 45 y 80% de
saturacion; d) filtracién en Sephadex G-150 (sefadex);
e) cromatografia de afinidad en Sepharose-N-(6-aminohexanoil)-2-
amino-2-desoxi-D-glucopiranosa (sefarosa-glucosamina); f) cromato-
grafia en DEAE-Sephadex A-50. En cada etapa se investigaron
diversas alternativas conducentes a una cierta optimizacién del
procedimiento. Fue especialmente importante la introduccidon de
glicerol a diversas concentraciones en cada etapa y durante el
almacenamiento de la enzima,

Mediante este procedimiento, se obtuvo una preparacién de
glucoquinasa con alto grado de pureza, en la cual existia una
sola proteina contaminante, separada de la glucoquinasa en un

gel de poliacrilamida al 10%. Conjuntos de secciones de



estos geles, donde se encontraba la glucoquinasa, se emplearon
como antigeno para inmunizar un conejo.

El bajo titulo inicial del antisuero obligd al uso de una
inyeccién de refuerzo con enzima soluble de menor grado de
pureza (tres bandas en geles de poliacrilamida). El antisuero
finalmente aislado mostré ser monoespecifico por las técnicas de
inmunodifusién doble (método de Ouchterlony) y de inmunoelectrofo-
resis (método de los cohetes), pues se producia un solo arco de
precipitacién con glucoquinasa de distintas concentraciones vy
grados de pureza (enzima de las etapas de sefadex y sefarosa-
glucosamina). Se detectd actividad glucoquindsica en los arcos
de precipitacion.

La determinacién del punto de equivalencia, utilizando una
cantidad fija de glucoquinasa y cantidades variables del sueroc
inmune semipurificado y reconstituido, indicé que 100 pl de
antisuero titulaban 6,6 mU de enzima.

Con el antisuero inducido se calibré el método ELISA ("enzyme
linked immunosorbent assay") para realizar la microinmuno-

titulacién de glucoquinasa en extractos celulares.



ABSTRACT

A purification procedure for rat liver glucokinase was worked
out. The procedure was based in previocus methods used in this
laboratory, with several variations developed in this work that
proved to be useful to obtain the enzyme preparation in higher
yields,

The steps of the procedure were the following:
a) homogenization and separation of the supernatant fluid after
centrifugation at 105.000 g; b) DEAE-cellulose chromatography;
c) precipitation between 45 and 80% saturation ammonium sulfate;
d) filtration through Sephadex G-150; e) affinity chromatography
on Sepharose-N-(6-aminohexanoy!)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose
(Sepharose-glucosamine); f) DEAE-Sephadex A-50 chromatography.

Different alternatives were investigated at each step in an
attempt to optimize the procedure. The use of glycerol at different
concentrations in each step and during enzyme storage was
particularly valuable.

With this procedure a glucokinase of high purity was
obtained, which had a single contaminant protein distinctly
separated after electrophoresis in 10% polyacrylamide gels. A pool
of gel sections containing glucokinase was used as antigen to

immunize a rabbit.



Due to the low titer of the initial antiserum, a reinforcement
of the immunization was accomplished by the injection of soluble
enzyme of lower purity (three bands of protein in polyacrylamide
gels). The antiserum finally isolated was mconospecific as assessed
by double immunodiffusion and immunoelectrophoretic technics,
since a simple precipitation arc was observed with glucokinase
at different concentrations and purities (enzyme at the Sephadex
and Sepharose-glucosamine steps). Glucokinase activity was
detected in the precipitation arcs.

The equivalence point was determined by using a constant
amount of glucokinase and variable amounts of reconstituted
semipurified immune serum. 100 pl of antiserum neutralized 6,6
mU of glucokinase.

With the induced antiserum the ELISA method was calibrated
which permitted to perform the microimmunotitulation of

glucokinase in cell extracts.
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A. INTRODUCCION

1. La glucoquinasa de higado de rata

La fosforilacion de la glucosa es la primera reaccidn

necesaria para iniciar su metabolismo, sea hacia la via
- I - -’ - - ’ '

glicolitica, la sintesis de glicogeno, la via de las pentosas o la

de los 4&cidos urdnicos. Las enzimas denominadas hexoquinasas
(E.C. 2.7.1.1), presentes en la mayoria de las células, catalizan
la siguiente reaccidn:

+
D-glucosa + MgATP —————— D-glucosa-6-fosfato + MgADP + H
Hexoquinasas

Los estudios de Walker (1962, 1963) revisten un significado

especial en el conocimiento de esta reaccién en mamiferos pues,

mediante un andlisis cinético, lograron distinguir en el higado
de rata y de cuy adultos, la presencia de dos enzimas
2

fosforilantes de glucosa, una de Krn alta (=10 °“ M) y otra de

Km baja (210_5 M). En el laboratorio de Sols, por otra parte,

Viffuela et al. (1963} separaron, mediante precipitaciones con

sulfato de  amonio, dos fracciones proteicas con actividad

fosforilante de glucosa: una caracterizada por una Km alta para

glucosa (= TO—Z M) que denominaron glucoquinasa y otra de baja
—5 ’d - T4
Km (=10 M) que serfia una hexoquinasa como la que se conocia

en muchos tejidos animales. La presencia de una glucoquinasa de

Km alta en el higado confirmaba los resultados de DiPietro et al.



(1962). Al afio siguiente Gonzédlez et al. (1964) separaron mediante
cromatografia en DEAE-celulosa, cuatro isoenzimas capaces de
fosforilar la glucosa en el higado de rata, las que denominaron
A, B, C y D, de acuerdo a su orden de elucién. Estos resultados
fueron confirmados mediante electroforesis en geles de almidén
por Katzen et al. (1965). La isoenzima D o glucoquinasa se la ha
encontrado en el higado de la mayoria de los mamiferos, en los
anfibios y en los reptiles inferiores (ref. en Ureta, 1982). La

isoenzima D ha sido denominada glucoquinasa (E.C. 2.7.1.2)

debido a que se pensd que tenia una especificidad algo méas

restringida para la glucosa (Walker, 1963; Salas et al., 1965;
Gonzalez et als, 1967) que las isoenzimas Ilamadas en grupo
hexoquinasas (Vifiuela et al., 1963) y que utilizan muy bien

fructosa, aunque con K_ = superior a glucosa (Gonzélez et al.,

1964, 1967). Trabajos recientes de este laboratorio han mostrado
que la glucoquinasa también fosforila fructosa, con una Vmax 245
veces superior a la Vmax con glucosa pero con una Km mayor

(=250 mM)(Cérdenas et al., 1981; Cardenas, 1982). Tanto las

hexoquinasas como la glucoquinasa utilizan muy bien manosa vy,
algo menos eficientemente, 2-desoxiglucosa (Gonzdlez et al., 1964;
1967). Otras propiedades distinguen a la glucoquinasa de las
otras hexoquinasas. Presenta una funcién de saturacién sigmoidea
con respecto a glucosa, siendo sus parametros cinéticos n,, = 1,5

H

y K05= 7,5 mM (pH 7,5) (Niemeyer et al., 1975; Storer vy
)

Cornish-Bowden, 1976; Cérdenas et al., 1979, Cérdenas, 1982), en



cambio las hexoquinasas A y B tienen cinética michaeliana vy la
hexoquinasa C es inhibida por exceso de sustrato (Gonzdlez et
al., 1964, 1967; Ureta, 1976, 1982).

La glucoquinasa posee un peso molecular de alrededor de
50.000 (Holroyde et al., 1976b; Maccioni, 1975; Cérdenas et al.,
1978; Maccioni y Babul, 1980) en contraposicién con las tres
hexoquinasas cuyo peso molecular es alrededor de 100.000 (Ureta,
1982).

Las hexoquinasas se encuentran en nlUmero y proporciones
diversas en todos los tejidos de la rata, pero la glucoquinasa
parece ser una tipica enzima del hepatocito (Sapag-Hagar et al.,
1969; Reyes y Cdardenas, 1980; Reyes et al., 1980, 1981; Reyes,
1982).

La glucoquinasa representa aproximadamente el 85% de la
capacidad del higado para fosforilar glucosa (Gonzdlez et al.,
1964) y tiene una respuesta adaptativa frente al contenido de
hidratos de carbono de la dieta y al nivel de las secreciones del
sistema endocrino, especialmente insulina y glucagbén (rev. de
Niemeyer y Ureta, 1972; Niemeyer et al., 1975; Weinhouse, 1976).

En este laboratorio se ha encontrado que las variaciones en
los niveles de la glucoquinasa hepéatica, por efecto de la dieta y
de alteraciones hormonales, corresponden a cambios en la cantidad
de enzima, segin lo demuestra la inmunotitulacién con el
antisuero especifico en animales sometidos a diversas condiciones

experimentales (Clark-Turri et _a_l_._, 1974) .



2. Purificacidén de la glucoquinasa

El problema de la purificacién de la glucoquinasa ha
preocupado a varios arupos ce investigadores desde suU
descubrimiento. Su purificacidon presenta dificultades, las que
derivan principalimente de su peqguefia cantidad % su

inestabilidad. Se afade la dificultad de separarla de otras
enzimas fosforilantes de glucosa, tales como la hexoguinasa C vy
la N-acetilglucosamina-quinasa, que interfieren en el ensayo
espectrofotométrico. Entre los objetivos para obtener glucoquinasa
en estado puro, o al menos muy purificada, podrian mencionarse
el estudio de las propiedades cinéticas y la caracterizacién
estructural y fisicoquimica. Otro objetivo ha sido estudiar los
mecanismos responsables de la variacién de la cantidad de
enzima utilizando la inmunoprecipitacién especifica, para lo cual
se requiere un anticuerpo monoespecifico producido contra una
enzima homogénea.

Resumimos a continuacion los intentos de purificacién de

glucoquinasa, en orden cronoldgico, en diversos laboratorios.

1) Vifuela et al. (1963) lograron separar por medio de sulfato

de amonio las dos ATP: hexosa-fosfotransferasas, como se menciond

anteriormente.
2) Gonzédlez et al. (1964) lograron separar mediante cromatografia
en DEAE-celulosa las cuatro iscenzimas capaces de fosforilar

glucosa en el higado.

3) Salas et al. (1965) presentaron un protocolo de purificacién de



la glucoquinasa de higado de conejo, logrande una preparacidn
con una actividad especifica de 2 U/mg de proteina mediante
fraccionamiento con etanol, cromatografia en DEAE-Sephadex vy
precipitaciones con sulfato de amonio.

4} Babul y Niemeyer (1966) describieron una purificacién parcial
de glucoquinasa de higado de rata mediante cromatografias
consecutivas en carboximetil-Sephadex, DEAE-celulosa e
hidroxilapatita v lograron obtener una preparacién con una
actividad especifica de 5,7 U/mg de proteina.

5) Parry y Walker (1966) describieron el mismo afic un método de
purificacién de l!a glucoquinasa de higado de rata con el que se
llegaba a wuna actividad especifica de 8,7 U/mg de proteina,
trabajando con columnas de intercambio idnico y precipitaciones

con sulfato de amonio.

6) Pilkis (1972) logrd mejorar los métodos existentes para la
enzima de higado de rata mediante la inclusién de la
cromatografia en Sephadex G-100 y una separacion con

electroforesis en geles de almidén. Esta preparacién daba una
actividad especifica de 29,4 U/mg de proteina y presentaba varias
bandas de proteinas en un gel de poliacrilamida.

7) Grossman et al. (1974) lograron una preparacion de
glucoquinasa con una actividad especifica de 80 U/mg de proteina,
usando las mismas metdédicas anteriores, pero introduciendo

gradientes extendidos de fosfato de potasio, que aumentan la

- 2 - 2 . 4 - e -
resolucion en la elucién desde columnas de intercambio idonico.
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8) Chesher et al. (1973) introdujeron la posibilidad del uso de
la cromatografia de afinidad con glucosamina ligada a una
matriz sbélida, en una comunicacidén preliminar sin datos de
purificacidén ni detalles del método.

) Maccioni (1975) y Maccioni y Babul (1976, 1980) lograron una
preparacidon homogénea de glucoquinasa de higadc de perro con
una actividad especifica de 88 U/mg de proteina, utilizando
cromatografia de intercambio idnico (DEAE-celulosa), filtracién en
Sephadex G-100 y cromatografia de afinidad en glucosamina ligada
a sefarosa.

10) Holroyde et al. (1976a,b) describieron un método para
purificar glucoquinasa de higado de rata con alto rendimiento,
en que el paso clave consistia en una cromatografia de afinidad
en Sepharose-N-{6-aminohexanoil)~2-amino-2-desoxi-D-glucopirancsa
(sefarosa-glucosamina), obteniendo una enzima homogénea, con

actividad especifica de 150 U/mg de proteina.

3. Antisuero contra glucoquinasa

El problema de las relaciones entre la glucoquinasa y las

-
1

n el cambio en la

(¢

hexoquinasas en higado, as como tambi
e} g 3

molécula de glucoquinasa en el curso de la evolucidn y la

relacién entre las enzimas de diferentes especies, ha preocupado

a investigadores de distintos laboratorios (Pilkis et al,, 1968;

Clark-Turri et al., 1974; Niemeyer et al., 1975; Ureta, 1982).

Estos topicos fueron abordados y discutidos desde un puntio de

vista inmunolégico por Pilkis et al. (1968), wutilizando como



herramienta un antisuero contra glucoquinasa de higado de rata
producido en conejo. También Clark-Turri et al. (1974) prepararon
un antisuero inyectando en cabra una glucoquinasa de rata
semipurificada. En ambos trabajos y en estudios no publicados
de Clark-Turri, Espinosa y Niemeyer, se mostrd que el antisuero,
por una parte, no reaccionaba con las hexoguinasas y, por otra,
inhibfa vy precipitaba a la glucoquinasa de mamiferos y a la de
tortuga, pero no a la glucoquinasa de rana.

Posteriormente, Spence y Pitot (1979) indujeron un antisuero
contra glucoquinasa de higado de rata en cuy, con e! cual
realizaron inmunotitulacién de la enzima en estudios de regulacién
hormonal en cultivos primarios de hepatocitos de rata. Al afo
siguiente, Sibrowski y Seitz (1980) utilizaron un antisuero de
conejo para estudiar el recambio de la glucoquinasa en ratas
normales y suprarrenalectomizadas.

En nuestro trabajo se ha logrado la obtencidn de
glucoguinasa de higado de rata con alto grado de pureza y muy
estable, con actividad especifica 80 U/mg de proteina, en
cantidades suficientes para inducir un antisuero especifico. Este
antisuero ha sido caracterizado vy ciertas técnicas han sido
calibradas como para hacer la microinmunotitulacién de la

glucoquinasa en extractos de higado y de hepatocitos aislados.

12



B. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos
De Sigma Chemical Co Mo. U.S.A. se obtuvieron los siguientes
reactivos: ATP, ADP, acrilamida, azul brillante de Coomassie G,

clorhidrato de glucosamina, CH-Sepharose 4B, DTT, DEAE-Sephadex

A-50, EDC, FMS, fosfatasa alcalina tipo VI!I de intestino de
ternera, glucosa, glicerol, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa tipo
VIT  de levadura, gluccsa-6-fosfato, lactato-deshidrogenasa tipo

[l de misculo de conejo, 2-mercaptoetanol, NADH NADP, N-acetil-

27

glucosamina, NBT, N,N'-metilen-bis-acrilamida, p-nitrofenilfosfato,

PEP, proteina A socluble de Staphylococcus aureus, piruvato-

quinasa tipo |l de misculo de conejo, proteasa de Streptomyces

griseus tipo XVI (pronasa), riboflavina, Sepharose 4B, Sephadex
G-100 y G-150, Tris. De Eastman Chemicals se obtuvo TNBS. De
Whatman, Maidstone, Inglaterra, se obtuvo DEAE~celulosa
microgranular (DE-52). De Merck, Darmstad, Alemania Federal, se

adquirieron &cido barbitdrico, EDTA, HCIO&, H3PO KCl, KH PO,,

2

MgClZ, MgSOA, NaCl, urea. De Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,

47

Suecia, se comprd agarosa A y C.
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2. Animales de experimentacidn

Se emplearon ratas albinas machos de la colonia del Instituto
de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de
Chile. Los animales, de 200 a 250 g de peso, se mantenian con
dieta comercial en pella (Al-Lab Ltda.) y agua ad libitum. Se
les daba a beber solucién de glucosa al 10% desde 2 dfas antes
de su muerte.

3. Determinacidn de actividades enzimdticas

a) La actividad fosforilante de glucosa se determinaba
espectrofotométricamente a 340 nm mediante el acoplamiento de la
reaccién de fosforilacién de glucosa con la deshidrogenacidén del
glucosa-6-fosfato formado, en presencia de glucosa-6-fosfato-

deshidrogenasa y NADP. El esquema de reacciones es el siguiente:

Glucosa + MgATP -————> G(Glucosa-6-fosfato + MgADP
Hexoquinasas

Glucosa-6-fosfato + NADP —————— > 6-Fosfogluccenato + NADPH

Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa &

La velocidad de formacidén del NADF’H2 se registraba a 30° en
un espectrofotémetro Gilford modelo 2400, utilizando un coeficiente
de extincién molar de 6.220 [/mol.cm a 340 nm. EI medio de
reaccién contenia, en un volumen de 0,5 ml (concentraciones

finales): Tris-HClI 80 mM (pH 8,0); KCI 100 mM; MgCl, 12,6 mM;

2
ATP 5 mM; EDTA 1,6 mM; 0,4 U/ml de  glucosa-6-fosfato-

deshidrogenasa. Se utilizaba glucosa 100 mM para medir la

actividad fosforilante total (glucoquinasa + hexoquinasas) vy
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glucosa 0,5 mM para las hexoquinasas. La glucoquinasa
corresponde aproximadamente a la diferencia entre ambas
determinaciones. La reaccion se iniciaba agregando la preparacién
enzimdtica. Un sistema sin ATP se usaba como blanco para medir
la actividad glucosa-deshidrogendsica de la enzima auxiliar. Una
| unidad (U) de glucoquinasa se definié como la actividad de
enzima que cataliza la fosforilaciéon de 1 'Jmo! de sustrato en 1

- min a 30° en las condiciones de ensayo.
b) La actividad de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa se
determinaba midiendo a pH 8,0 el NADPH, formado en un medio

2
que contenia: Tris-HCl, EDTA, MgClz, KCl 'y NADP en las mismas
concentraciones que en el ensayo para glucoquinasa, ademds de
glucosa~-6-fosfato 1 mM.

c) La actividad fosforilante de N-acetilglucosamina se
determinaba espectrofotométricamente a 340 nm, midiendo la
velocidad de formacidén de ADP a 30°, al acoplar la reaccién con
la oxidacién de NADH2 en presencia de fosfoenolpiruvato, piruvato-
quinasa y lactato-deshidrogenasa. E| esquema de reacciones es el

siguiente:

MgATP + N-Acetilglucosamina —— N-Acetilgliucosamina-6-P + MgADP
GlcNAc-quinasa ;

MgADP + Fosfoenolpiruvato —— Piruvato + MgATP
Piruvato-quinasa

- Piruvato + NADH, —— Lactato + NAD
Lacta%o-deshidr‘ogenasa

- El medio de reaccidén contenia (concentraciones finales):
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Tris-HCI 80 mM (pH 7,5); MgCl, 12 mM; EDTA 1 mM; ATP 5 mM;
fosfoenolpiruvato 1 mM; NADH,2 0,15 mM; KCI 100 mM; DTT 2 mM;
2 U/ml de piruvato-quinasa; 2 U/m! de lactato-deshidrogenasa;
N-acetilglucosamina 0,7 mM y alicuotas de la muestra enzimatica.
Un sistema similar sin el sustrato se usaba como blanco.

4. Determinacibén de proteinas

La concentracidn de proteinas se determinaba por los
siguientes métodos:

a) En los extractos crudos y en las fracciones obtenidas de
las cromatografias en DEAE-celulosa vy sefadex, los niveles
aproximados de proteinas se detectaban por absorbancia a 280 nm.

b) La concentracion de proteinas del conjunto de las
fracciones seleccionadas después de cada cromatografia se
determinaba mediante el método de Warburg y Christian (1941),
deduciendo la concentracién de proteinas de las lecturas de
absorbancia a 260 y 280 nm.

c) En las fracciones obtenidas de las cromatografias en
sefarosa-glucosamina los niveles de proteinas se determinaron con
el micrométodo de Bradford (1976), que utiliza el Coomassie
G-250. 100 mg del colorante se disolvian en 50 ml de etanol al
95%; a esta solucién se agregaban 100 m! de &cido fosforico al
85% (p/v) vy luego se llevaba con agua a un volumen final de 1
l. A 0,1 ml de la solucién de proteina se agregaba 1 ml del
reactivo y se leia la absorbancia a 595 nm antes de los 20 min.

d) Deteccién de proteinas en geles de poliacrilamida. Los
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geles se sumergen en una soluciéon que contiene: Coomassie G-250
al 0,04% vy 4&cido perciérico 3,5% (p/v). Las bandas de proteina
se tifien de azul después de tiempos variables, seglin la cantidad
de proteina existentes (Reisner et al., 1975).

e) Deteccién de proteinas en placas de agarosa. lLas placas
se sumergen en una solucién que contiene: negro de amida 0,1%,
acido acético 0,42 M, acetato de sodio 0,42 M, glicerol 15%.

5. Otras determinaciones

La glucosa se determinaba con 3,5-dinitrosalicilato (Guia de
Practicas de Laboratotio, Departamento de Bioquimica, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile). A 0,5 ml de muestra se
agregaba 1 ml de solucién de 3,5-dinitrosalicilato al 1% y tartrato
doble de sodio y potasio al 30% en NaOH 0,4 M; se calentaba a
100° por 5 min, se completaba a 5 ml con agua destilada y se
determinaba la absorbancia a 540 nm.

La concentracién de KCI y ortofesfato se determinaba midiendo
la conductividad de las soluciones en un conductimetro Radiometer
modelo CDM 2f.

6. Preparacién y regeneracion de los materiales cromatograficos

En el procedimiento de purificacion se utilizaron columnas
con diferentes tipos de soportes cromatograficos como DEAE-
celulosa, Sephadex G-100 y G-150, DEAE-Sephadex A-50 y sefarosa-
glucosamina (glucosamina unida a una matriz de CH-Sepharose
4B). Estos geles se prepararon y regeneraron segin los métodos

descritos por los fabricantes.
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Mientras no eran utilizados, se guardaban a 4° en una
solucién de fosfato de potasio 10 mM (pH 7,0) y KCI 50 mM, a la
que se agregaba azida de sodio 0,02% para evitar la
contaminacién microbiana.

7. Preparacién de la sefarosa-glucosamina (Sepharose-N-(6-amino-

hexanoil)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa)

Se lavaban 60 g de CH-Sepharose 4B (que ya posee el &acido
6-aminohexanoico unido) con NaCl 0,5 M (200 ml/g de sefarosa) vy
posteriormente con agua destilada. Se determinaba l!a concentracidn
de grupos carboxilicos para conocer la capacidad del derivado

para fijar glucosamina. Para esto se hacfa wuna titulacién

potenciométrica de la sefarosa  sustituida con KOH 50 mM,
encontrandose alrededor de 10 ‘umol/ml de gel. Posteriormente se
lavaba con agua destilada y se procedia a la unibén de! ligando.

bo

La matriz desaireada se colocaba en un vaso y se agregaba
una solucién de glucosamina 1 M a pH 4,5, Posteriormente se
agregaba carbodiimida (EDC) sélida cuya concentracién final era
de 0,1 M, manteniendo durante este procedimiento el pH 4,5 con
KOH 0,3 N. Luego de permanecer constante el pH por 1 h, la
reaccion se dejaba transcurrir por 48 h a temperatura ambiente,
agitdndose esporddicamente. FE! gel se lavaba con una solucidn
de acetato de sodio 0,1 M (pH 3,5) en NaCl 1 M y luego con NaCl
0,5 M.

Para wverificar la presencia de grupos aminos libres debido a

la probable reaccion de los hidroxilos del azlcar, en lugar del
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amino, con el grupo carboxilo de la CH-Sepharose 4B se aplicaba

la prueba del TNBS. A 0,5 ml de gel se agregaba 1,8 ml de
tetraborato de sodio saturado y 3 gotas de TNBS al 1,5%. Luego
de agitar se esperaba 30 min, se centrifugaba y se lavaba con
agua destilada. Los grupos aminos primarios dan una coloracidon
con el TNBS que varia de amarillo a naranja, dependiendo de su
concentracién. Si se comprobaba la existencia de tales grupos se
procedia a acetilar la sefarosa-glucosamina con anhidrido acético
(2 ml de anhidrido acético por ml de gel aproximadamente),
manteniendo el pH sobre 6,0 con NaOH al 20% y la temperatura a
4°, agregando hielo. Posteriormente se lavaba con acido
clorhidrico 0,2 M durante 60 min, NaCl 0,5 M vy bastante agua
destilada. A través de la prueba del TNBS se controlaba que la
acetilacién de los grupos aminos fuera completa. Esta matriz se
diluyd con Sepharose 4B en la proporcion de 2:1, quedando la
concentracién final! probable de ligando en 6 Fmol/ml de gel.

Para la regeneraciéon de la sefarosa-glucosamina después de
su uso, la matriz se mantenia en urea 6 M - KCI 2 M durante 30
a 60 min (500 ml por cada 100 m! de gel), operacidn que se
repetia. lLuego se lavaba con bastante agua destilada, dejandola
posteriormente en amortiguador fosfato de potasio 10 mM (pH 7,0)
- KCI 50 mM.

8. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaba de

acuerdo al método de Grossman y Potter (1%974). La ubicacién de
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la actividad glucoquindsica en los geles de poliacrilamida se
lograba sumergiendo el gel en una mezcla (6 ml) semejante a la
usada en el ensayo de actividad, a la cual se adicionaba
fenazina-metosulfato (FMS) y azul de nitrotetrazolio (NBT) (Katzen

et al., 1965). La mezcla contenia los siguientes componentes:
Tris-HCI 74 mM (pH 8,0); MgC!2 10 mM; KCI 40 mM; EDTA 1 mM;
NADP 0,5 mM; glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa 0,2 U/mt;  glucosa
100 mM; ATP 5 mM; FMS 0,004 mg/mi; NBT 0,04 mg/ml. El blanco

se hacia sumergiendo el gel en una mezcla de reaccidn sin ATP.

9. Produccidén de! suero inmune antiglucoquinasa

Se inmunizé un conejo hembra albino mantenido en un vivero
con alimento y agua ad libitum. Otrc conejo mantenido en las
mismas condiciones proporciond el suero control. Se inyectd una
enzima proveniente de geles de poliacrilamida (los cuales habfian
sido cargados con muestras obtenidas de cromatografia en DEAE-
Sephadex) que presentaban dos bandas de proteinas. Los geles
fueron cargados con 2 U cada uno, cantidad que no provocaba
distorsion en el gel y que con el colorante de proteinas
(Coomassie  G-250) se tefifa en pocos segundos. Una vez
identificada la banda en el gel, se cortaba, se lavaba e! trozo
unos segundos en amortiguador fosfato (pH 7,2) 20 mM - NaCl
0,15 M, se sacaba con pinzas y se guardaba en un vaso a 4°.
Estas rodajas, correspondientes aproximadamente a 150 U de

glucoquinasa, se homogeneizaron en un mortero con la misma

solucién y se inyectaron al conejo, siguiendo el siguiente
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p‘r‘otocolo de inmunizacién.

Dia 1: Un extracto de gel (correspondiente a 75 U de enzima),
emulsionado con igual volumen de coadyuvante completo de Freund,
se repartié en 10 dosis de 1 ml que se inyectaron en el tejido
subcutdneo de la pared del abdomen y en los muisculos del dorso
y de los muslos.

Dia 60: Un extracto de gel (correspondiente a 38 U de enzima),
emulsionado con igual volumen de coadyuvante incompleto de
Freund (total 5 ml) se repartié en 5 porciones iguales que se
inyectaron en el tejido subcutdneo de la pared del abdomen y en
los misculos de los muslos.

Dia 70: Se repite la operacidén del dia 60.

Dia 140: Como el ensayo inmunoldgico reveld un antisuero con
bajo titulo, se hizo una nueva inyeccidén con enzima parcialmente
pura. Se inyectd por via intramuscular una preparacién con 36 U
de glucoquinasa proveniente de una recromatografia en sefarosa-
glucosamina Y que presentaba 3 bandas en un gel de
poliacrilamida.

Obtencién del suero: A los 10 dias de la dltima inyeccion se
extrajeron 6 ml de sangre de la oreja del conejo, donde se
comprobd la presencia de anticuerpos. Dos dias mds tarde se
sangrbé completamente el animal. La sangre recién extraida se
colecté en frascos estériles, se incubd 30 min a 37° y se dejd
luego toda la noche a 4°, para que se retrajera el codgulo. EI

suero (60 m!) se separd del codgulo y se centrifugd a 1.500 rpm
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en una centrifuga clinica International modelo CL para eliminar
los glébulos rojos. Al suero se le agregd azida de sodio al 0,1%
y se conservd a 4°.

Una alicuota de 5 mi del suero se utilizd semipurificado,
para lo cual se le incubd a 56° por 30 min para inactivar el
complemento y luego se le agregd un volumen igual de sulfato de
amonio saturado. Después de centrifugar por 20 min a 15.000 rpm
en el cabezal 40 de la Spinco modelo L, el precipitado se
disolvié en amortiguador fosfato (pH 7,2) 20 mM - NaCl 0,15 M
hasta alcanzar su volumen inicial y luego se dializd durante 24
h en la misma solucién con azida al 0,02%. Una fraccién de un
suero control obtenido del conejo no inmunizado se tratd de igual
manera. Estos sueros reconstituidos fueron usados para los
estudios de inhibicién de la enzima. Las otras pruebas se
realizaron con sueros completos.

10. Métodos de caracterizacién del antisuero

a) Inmunodifusidn. Se siguié el procedimiento descrito en
Hudson y Hay (1979). Se disolvia agarosa al 1% en una solucién
que contenia amortiguador de fosfato 5 mM (pH 7,0), EDTA 0,5 mM
y azida sbédica 0,02%. Se preparaban placas para inmunodifusion
agregando 3,5 ml de la agarosa fundida sobre un portaobjeto.
Una vez solidificada se perforaban en el gel pocitos de unos 15
ul de capacidad, en una disposiciéon hexagonal, en los cuales se
colocaban las muestras por analizar. Se dejaban difundir antigeno

y antisuero por 48 h a 4°, colocando la placa en una céamara



himeda. Las placas se lavaban durante 3 h en una solucién con
amortiguador de fosfato de potasio 10 mM (pH 7,0), NaCl 0,4 M vy
EDTA 1 mM. Se dejaban toda la noche en solucién amortiguadora
de fosfato de potasio 10 mM que contenia NaCl 0,2 M y EDTA 1 mM
y finalmente se lavaban varias veces con agua destilada. Todo
el procedimiento se realizaba a 4°. Para la tincidén de actividad
enziméatica, las placas lavadas se incubaban durante 30 min en
un medio semejante al usado con los geles de poliacrilamida.
Para la tincién de proteinas se usé negro de amida.

b) Inmunoelectroforesis (método de los cohetes, '"rockets'). Se

siguié el método como se describe en Hudson y Hay (1979). Se
preparaban placas de agarosa C en la cual se habia incorporado
el antisuero. 2 ml de un gel de agarosa C disuelta al 1% en

amortiguador barbital pH 8,6 (barbiturato de sodio 75 mM, 4&cido
barbitdrico 15 mM) se fundian en un bafio de agua hirviendo, se
dejaban enfriar a 56° y se mezclaban con 0,2 ml de suero y 0,8
ml de amortiguador de fosfato 10 mM - NaCl 0,15 M que se
mantenian a la misma temperatura. La mezcla se vaciaba sobre
un portaobjeto colocado en una mesa nivelada. Una vez
solidificado, se hacian en e! ge! 4 pocillos que se llenaban con
distintas cantidades de glucoquinasa o con enzima de distinto
grado de pureza. Esta placa se sometia a electroforesis, haciendo
pasar una corriente de 5 mA por cada portaobjeto durante 3,5 h.
Las cé&maras de los electrodos se llenaban con amortiguador de

barbital. Una vez terminada la electroforesis, la placa se sometia
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al mismo tratamiento de lavado y tincién al que fueron sometidas
las placas de inmunodifusién antes mencionadas.

c) Microinmunoensayo con el método  ELISA. Se realizb
esencialmente segln los procedimientos desarrollados por Engvall
y colaboradores (Engvall y Perlmann, 1972; Engval! y Rouslahti,
1979). E! microinmunoensayo se Illevaba a cabo en placas de
polivinilo activadas con glucoquinasa (act. esp. 1,55 U/mg de
proteina) mediante el siguiente procedimiento: 50 pl de
glucoquinasa por pocillo se dejaban a temperatura ambiente por
4 h, al cabo de las cuales se adicionaban 100 ’u! por pocillo de
una solucién de PBS (NaC! 136 mM, KCI 2,7 mM, amortiguador de
fosfato 8 mM, pH 7,3) con BSA 1%, para saturar el pldstico con
un antigeno no relacionado. La placa asi tratada se lavaba 3
veces con PBS con Tween-20 al 0,1%. Se hacian diluciones seriadas
de antisuero y de suero control en PBS con BSA al 1% vy se
agregaban 50 Pi de suero a las celdas. La placa se dejaba
incubar 2 h a temperatura ambiente y luego se lavaba 3 veces
con PBS con Tween-20 y se agregaban 50 pl del  conjugado
proteina A - fosfatasa alcalina diluido 1:200 en PBS con BSA 1%.
Se dejaba incubar 3 h a 37° y se lavaba 3 wveces. La actividad
de la fosfatasa alcalina se media agregando 50 %,1! de wuna
solucidn de p-nitrofeniifosfato (1 mg/ml) en amortiguador
carbonato 0,05 M (pH 9,6) que contenia MgCIz 1 mM. Se incubaba
por 1 h a temperatura ambiente y se detenia la reaccidn

agregando 50 pl de NaOH 3 M. La reaccidén es la siguiente:
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p-Nitrofenilfosfato + H,0 ———————— p-Nitrofenol + Pi
osfatasa alcalina

11

El p-nitrofeno! producido se midié a 405 nm (&

405 = 18:5).

Para medir la absorbancia a 405 nm, el contenido de las celdas
se diluyd a 550 pl con NaGOH 150 mM.

Para la preparacién del conjugado proteina A - fosfatasa
alcalina se empled bésicamente el procedimiento de Crowther vy
Abu Elzein (1980). Se dializaron 5 mg de fesfatasa alcalina (900
U/mg de proteina, Sigma) contra amortiguador de fosfato de
potasio 0,1 M (pH 6,8), con el objeto de remover el sulfato de
amonio. Luego se agregaron 2,5 mg de proteina A vy se llevd a
2 ml con el amortiguador fosfato. Se agregaron en seguida, gota
a gota, 0,15 m! de glutaraldehido al 1% y se agitd suavemente;
se dejé a temperatura ambiente durante 2 h. E! conjugado formado
(proteina A -~ fosfatasa alcalina) se dializd contra 5 | de PBS
durante la noche a 4°. Se centrifugd el dializado a 20.006 rpm
durante 30 min a 4° para remover los agregados formados. EI
sobrenadante se guardd a 4°, condicién en que conserva su

actividad inicial al menos por 3 meses.
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C. RESULTADOS

I. Etapas habituales en la purificacion de la glucoquinasa

Todas las manipulaciones fueron realizadas a 4° y el pH se
midié6 a esa temperatura. El procedimiento tipo estd descrito
para un conjunto de higades de 60 ratas, a pesar de que el
método da el mismo resultado al ser aplicado a cantidades
menores de tejido, ajustando las proporciones.

1. Preparacidén de los exiractos crudos

Los higados de 60 ratas fueron homogeneizados al 50% (p/v)
en una solucién A que contenia (concentraciones finales): fosfato
de potasio 10 mM (pH 7,0), KCI 120 mM, glucosa 100 mM, EDTA
1 mM, 2-ME 10 mM. Posteriormente se incluyd® glicerol al 5%
(v/v) en todas las soluciones amortiguadoras para estabilizar la
enzima y mejorar asi el rendimiento. E! homogeneizado se
centrifugaba a 105.000 g durante 60 min. EI! sobrenadante

resultante se filtraba a través de lana de vidrio.

2. Cromatografia de intercambio idénico en DEAE-celulosa

El sobrenadante obtenido en el paso previo se aplicaba
simultdneamente a 2 columnas de DEAE-celulosa, previamente
equilibradas con solucién A. Se preferia hacer esta duplicacidn
a trabajar con una columna dnica de mayor tamafio,
especialmente debido al menor tiempo de la cromatografia.

Después de la aplicacién de la enzima, las columnas se lavaban
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con la solucién amortiguadora de equilibrio hasta que la lectura
a 280 nm del eluato era menor que 0,15, Posteriormente se
desarrollaban las columnas con un gradiente lineal de
concentracién de KCl. Se reunia el conjunto de las fracciones de
ambas columnas que contenian una actividad de glucoquinasa de
aproximadamente 0,1 U/m!l o mds, como se ilustra con un
experimento tipico en la figura 1. En este y en los siguientes
graficos de cromatografias las  fracciones de glucoquinasa
seleccionadas se sefialan entre dos flechas.

El procedimiento tenia un rendimiento aproximado de 45 a
50% al no emplear glicerol; desde que se empezd a usar glicerol
al 5% en el |Ifquido de lavado y de elucién el rendimiento
aumentd en forma sistemdtica a un 65%. La purificacién habitual
era de alrededor de 20 veces (actividad especifica de 0,20 a
0,30 U/mg de proteina).

3. Precipitacién con sulfato de amonio

Al liquido recolectado de la cromatografia en DEAE-celulosa
se agregaba sulfato de amonio sdlido hasta el 45% de saturacién
(25,8 g/100 ml a 0°), manteniendo un pH de 7,0 con hidréxido
de amonio concentrado. Una vez disuelto el sulfato de amonio se
dejaba durante 120 min y se centrifugaba 30 min a 13.000 rpm
en una centrifuga Sorvall modelo RC-2B en un cabezal GSA 5775.
Al sobrenadante se agregaba nuevamente sulfato de amonio hasta
el 80% de saturacién (22,6 g/100 m! a 0°) y se centrifugaba 30

min a 13.000 rpm, después de varias horas de equilibrio
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Figura 1. Cromatografia de intercambic idnico en DEAE-celulosa

del extracto crudo. A una columna de 70 cm de altura y 3 cm de

dié&metro de DEAE-celulosa, equilibrada con solucidn A, se agregb un
extracto crudo, que contenia 470 U de glucoquinasa y 31,108 g de
proteina. La columna se lavé con 4 1 de la solucidn amortiguadora de
equilibrio y se desarrolld con un gradiente lineal formado por la
mezcla de 1,5 1 de solucidén A y 1,5 1 de una solucién de composicidn
similar pero con KCl1 0,5 M. Se colectaron fracciones de 8 ml y se
seleccionaron las fracciones indicadas entre las flechas. Se reunid
desde el +tubo 128 al 198, recuperéndose en ellos el 55% de las
unidades de glucoquinasa colocada. Se obtuvo una preparacidén con una
actividad especifica de 0,30 U/mg de proteina. El méximo alrededor
del tubo 220 corresponderia a N-acetilglucosamina-quinasa (Cérdenas,
1982). Actividad fosforilante medida con glucosa 0,5 mM (O) o 100 mM
(O).
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(generalmente toda la noche). Si bien el objetivo principal de
esta etapa era concentrar la muestra para la etapa siguiente,
se obtenia habitualmente una cierta purificacién (1,5 veces) sin
gran pérdida de la enzima (70% de rendimiento en la etapa).
Ademds, se eliminaba gran parte de la N-acetilglucosamina-
quinasa que era un contaminante persistente en la filtracion en
sefadex y que interferia en estudios «cinéticos y de otra
naturaleza realizados con enzima en la etapa de sefadex.

4, Filtracion en Sephadex G-150

El sedimento obtenido de la precipitacion con sulfato de

amonio se dividia en tres fracciones, que se disolvian en
solucién B, la cual contenia fosfato de potasio 10 mM (pH 7,0),
KCl 300 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM. Solo en las Jdltimas

preparaciones se agregd glicerol al 5%.

Se filtraba en una columna de Sephadex G-150 (sefadex) que
habia sido equilibrada con el mismo amortiguador. La figura 2
muestra un resultado tipico. Las fracciones activas (mas de
0,1 U/mlt) obtenidas en este paso se concentraban en un

ultrafiltrador Amicon con membranas PM 10.000.

En las fracciones escogidas se determinaba, ademds de
glucoquinasa, la presencia de N-acetilglucosamina-quinasa y de
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, gue son contaminantes

habituales, aunque ya en pequefia cantidad, que se pretendia
eliminar en las etapas siguientes de purificacién por su

interferencia en el ensayo fino de glucoquinasa.
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Figura 2. Filtracién en Sephadex G-150. En una columna de 115 cm de

altura por 2,6 cm de diémetro empacada con Sephadex G-150 equilibrada
con solucidén B, se colocd un tercio del sedimento obtenido entre el
45 y el 80% de saturacidén de sulfato de amonio, disuelto en 8 ml del
amortiguador de equilibrio y sacarosa al 20%. La solucidn contenia
110 U de glucoquinasa y 234 mg de proteinas. Se eluyeron las
fracciones con la misma solucidn y se colectaron 3,5 ml por tubo con
un flujo de 0,3 ml por min. En el conjunto de las fracciones
indicadas se recuper6 el 86% de la actividad colocada y se cobtuvo
una preparacién con una actividad especifica de 2,5 U/mg de proteina.
O,glucoquinasa; [ ,N-acetilglucosamina-quinasa; & , glucosa-6-fosfato-—

deshidrogenasa.



El rendimiento de esta etapa era habitualmente de un 85 a
90% vy la purificacién era de wunas 6 veces, consiguiéndose

actividades especificas de entre 1,8 y 2,8 U/mg de proteina.

5. Cromatografia de afinidad

La muestra proveniente de sefadex se dividia en fracciones
que contenian entre 60 y 70 U de glucoquinasa, las que se
cromatografiaban en forma independiente en Sepharose—-N-(6-
aminohexanoil)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa (sefarosa-glucosa-
mina). La muestra se diluia en solucién B sin KCl| hasta obtener
la concentracidén deseada de KC!, que era generalmente de 50 a
62 mM, cifras que se obtuvieron después de varios ensayos que
se describen méds adelante. Luego se aplicaba a una columna
equilibrada con solucidn C. Esta contenia fosfato de potasio
10 mM  (pH 7,0), KCI 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, glicerol
20%. Se lavaba con 10 vollimenes de la soluciéon de equilibrio. Se
elufa la enzima incluyendo glucosa 1 M en la solucién C, se
colectaban las fracciones y se juntaban las més activas (méds de
0,05 U/ml). Se mantenia un flujo constante de 30 ml/h en todas
las operaciones. En esta etapa el rendimiento habitual era de
80% y la actividad especifica alcanzaba a wunas 30 U/mg de
proteina (10 veces de purificacién en la etapa). Después de la
elucién con glucocsa se elufa la columna con solucién C a la que
se aumentaba la concentracién de KC! hasta 300 mM para eluir
otras proteinas retenidas en la matriz. Entre estas era habitual

encontrar una pequefa fraccion de la glucoquinasa
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todavia retenida, como se muestra en la cromatografia tipo de la
figura 3. Ademas se eluia en esta forma la N-acetilglucosamina-
guinasa que venia como contaminante de la glucoquinasa y de
la que no habfa vestigios en las fracciones eluidas con glucosa
1 M. La enzima mantenia una gran estabilidad al ser incluido
el glicerol 20% en las soluciones usadas. Se varié el glicerol
entre 5 y 20% sin tener un efecto en el resultado de la
cromatografia misma, pero si en la mantencién de la estabilidad
de la enzima durante su almacenamiento, como se muestra en la
figura 4.

6. Cromatografia en DEAE-Sephadex A-50

La cromatografia en sefarosa-glucosamina daba corrientemente
una preparacién que exhibia 5 bandas de proteinas en un gel
de poliacrilamida. Esto nos hizo ensayar como etapa siguiente
de purificacion una cromatografia de intercambio idénico en
columna de DEAE-Sephadex A-50, cromatografia que es usada en
las primeras etapas en algunos de los trabajos sobre purificacidon
de glucoquinasa (Salas et al., 1965; Parry y Walker, 1966;
Pilkis, 1972; Holroyde et al., 1976b).

Para esto, una muestra de glucogquinasa proveniente de
sefarosa-glucosamina, se concentrd en una microcolumna de 200
pl! de DEAE-celulosa microgranular vy posteriormente se diluyd
hasta alcanzar una concentracién de KCI de 100 mM. Se colocd

en una columna de DEAE-Sephadex A-50, equilibrada con solucidn

D que contenfa: fosfato de potasio 100 mM (pH 7,0), EDTA 1 mM,
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Figura 3. Cromatografia de afinidad en sefarosa-glucosamina. En una

columna de 12 cm de altura por 2,4 cm de didmetro de sefarosa-glucosa-
mina, equilibrada con solucién C, se colocaron 65 U de glucoquinasa
proveniente de Sephadex G-150. Se colectd el frente de la columna y
el lavado para examinar las fracciones de proteinas que no eran
retenidas en la columna. Posteriormente se eluyd la enzima al incluir
glucosa 1 M en la solucidén C. Se colectaron 6,6 ml por tubo con un
flujo de 30 ml/h. En el conjunto de las fracciones indicadas entre
las flechas se recuperd el 80% de la actividad colocada y se obtuvo
una preparacién con una actividad especifica de 30 U/mg de proteina.
En seguida se realizdé una segunda elucién incluyendo KCl 300 mM en

la solucién C, como se indica.
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Figura 4. Efecto protector del glicercl en la actividad de 1la

glucoquinasa. Se empled una muestra de enzima purificada proveniente

de la etapa de sefarosa-glucosamina (act. esp. 30 U/mg de proteina),
la que se mantuvo a 4° en solucién B, pero con glicerol 5% ([J), 10%
(O) y 20% (®@). A los tiempos indicados se tomaron alicuotas para la

determinacibén de la actividad.
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MgCl2 1 mM, DTT 1 mM, glucosa 50 mM vy glicerol 20%. Se
eluyeron las proteinas al aplicar un gradiente lineal entre 100
y 500 mM de fosfato de potasio con un volumen total de 1 |, Las
fracciones que contenian la enzima se reunieron y la actividad
recuperada correspondié al 80% de la colocada en la columna
(Fig. 5). Esta muestra tenfa una actividad especifica de 79
U/mg de proteina y el andlisis electroforético mostraba 2 bandas
de proteinas. Con el objeto de conocer mejor este tipo de
preparacidén se realizaron geles de poliacrilamida a distintas
concentraciones, 14, 12, 10 y 7% (Fig. 6). Se observé que la
distancia entre la glucoquinasa y el contaminante permanecia
constante a través de los cambios de concentracidén del gel. Esto
indicaba que serfa inGtil un paso de purificacién ulterior por
filtracién en geles, pues el contaminante debia tener un peso
molecular semejante a la glucoquinasa.

Hubo diferencias cuantitativas respecto de la intensidad
relativa de las bandas al comparar el resultado de distintas
columnas de DEAE-Sephadex A-50, como se muestra en la figura
7. ElI rendimiento también varié y alcanzé hasta un 95% en
algunas ocasiones. La glucoquinasa siempre resultd en mayor
proporcién que el contaminante, por lo que esta cromatografia se
incorpord como rutina en la purificacidn.

La Tabla | resume los resultados de un protocolo de

purificacién que, con pequefias variaciones, se repitié fielmente.
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Figura 5. Cromatografia en DEAE-Sephadex A-50. A una columna de 24

cm de altura y 1,6 cm de didmetro de DEAE-Sephadex A-50, equilibrada
con solucidén D, se agregaron 100 U de glucoquinasa de la etapa de
sefarosa-glucosamina. Luego del lavado, se desarrolld un gradiente
lineal de concentraciones de fosfato de potasio formado por 500 ml
de solucidén D y 500 ml de una solucidén de composicidén similar pero
con fosfato de potasio 500 mM. Se colectaron fracciones de 4,2 ml y
en las fracciones indicadas entre las flechas se recuperd el 80% de
la actividad glucoquinédsica colocada. Se obtuvo una preparacidén con

una actividad especifica de 80 U/mg de proteina.
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Figura 6. Glucoquinasa purificada sometida a electroforesis en geles

con distintas concentraciones de poliacrilamida. Se utilizé wuna

muestra de glucoquinasa proveniente de DEAE-Sephadex A-50. La
electroforesis se desarrolld como se describe en Métodos, salvo que
se emplearon las concentraciones de poliacrilamida indicadas. Los
geles fueron tefiidos con Coomassie G-250 para visualizar proteinas.

En los geles la banda inferior corresponde a la glucoquinasa.
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Figura 7. Electroforesis en geles de poliacrilamida de glucoquinasa

purificada. Las muestras, provenientes de distintas cromatografias
en DEAE-Sephadex A-50, se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10%, como se describe en Métodos. En los geles 5 y
8 se tifié la actividad enzimiAtica y en los restantes las proteinas.
El gel 5 se corridé simulténeamente con el 4, y el 8 con el 7. Los
geles 1, 2, 3, 6, 9 y 10 también tuvieron un gel control en los
cuales se tifi6 la actividad de GK. E1 +tubo 11 es un gel con
dodecilsulfato de sodio y 2-mercaptoetanol segin Laemmli (1970). Con
frecuencia este procedimiento permite observar indicios de otras

proteinas de mayor migraciédn.
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7. Control de pureza de las preparaciones

El  control! de pureza de las diferentes preparaciones de
glucoquinasa se realizd mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida, por el método de Grossman vy Potter (1974)
descrito en Métodos. La tincion de proteinas se efectuaba con
azul brillante de Coomassie G y la tincién de actividad con
alucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (reduccidon del azul de
nitrotetrazolio), segln Katzen et al. (1965). El andlisis
electroforético de la preparacién de glucoquinasa en las etapas

consecutivas de DEAE-celulosa, Sephadex G-150, sefarosa-

glucosamina y DEAE-Sephadex A-50 se muestra en la figura 8.

Il. Etapas de purificacion alternativas

Con el objeto de obtener un mejor resultado se intentaron
algunas modificaciones a los procedimientos en uso hasta llegar
al método descrito.

1. Sustitucién del Sephadex G-100 por Sephadex G-150.

La sustitucién del Sephadex G=100 por Sephadex G-150 dio
buenos resultados, ya que la actividad glucoquindsica se
encontraba en un menor volumen y habfa un aumento de la
actividad especifica en el conjunto de fracciones seleccionadas,
por lo que se establecié como rutina la filtracidon en Sephadex
G-150.

2. Variaciones en la cromatografia de afinidad

a) Fuerza idénica. Con el objeto de conocer el comportamiento
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Figura 8. Electroforesis con glucoquinasa en sucesivas etapas de

purificacidén. Geles de poliacrilamida al 10%. De 1 a 4, tincidn de

proteinas con Coomassie G-250. 5, tincidn de actividad segin Katzen
et al. (1965). Los geles corresponden a las etapas: 1, DEAE-celulosa
(200 pg); 2, Sephadex G-150 (150 pg); 3, sefarosa-glucosamina
(50 pg), 4 y 5, DEAE-Sephadex A-50 (40 Pg). Los pg corresponden a
proteinas totales. Las actividades especificas de las preparaciones

son las de la Tabla I.
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de la cromatografia de afinidad frente a soluciones de diferente
fuerza ibnica, una columna de sefarosa-glucosamina equilibrada
con amortiguador C, se cargd con una muestra proveniente de
cromatografia en Sephadex G-150, vy fue sometida a lavados
sucesivos en los cuales la concentraciéon de KC! se elevd en
forma paulatina. En el primer lavado se incluyd KCI 50 mM, que
se elevd en lavados sucesivos de al menos 3 volUmenes de
columna a 52, 54, 56, 58, 60, 64 y 70 mM. Se eligié6 una
concentracién de KCI de 62 mM para nuevos ensayos, pues el
lavado con esa concentracidn eliminaba gran cantidad de
proteinas contaminantes; a la vez era una concentracién
suficientemente alejada de la necesaria para eluir la enzima en
forma no bioespecifica, cuyo Iimite inferior estaria cercano a
70 mM. La figura 9 ilustra una de estas cromatografias, en que
la elucién se realizd con glucosa 1 M - KCI 62 mM.

b) Agentes eluyentes. Con el objeto de obtener una enzima

con mayor grado de pureza se sometieron a prueba distintas
ideas que parecian tener posibilidades de éxito, en la elucidn
de la glucoquinasa desde la columna de sefarosa-glucosamina.
Algunas de ellas se describen a continuacién:

i. Elucién con N-acetilglucosamina. Cuando una enzima esta

unida en forma biocespecifica a la matriz, puede ser eluida con
un sustrato andlogo, un inhibidor o un cofactor. Por esto se
eligié como alternativa de elucion la N-acetilglucosamina, que es

un inhibidor competitivo con respecto a la glucosa en la reaccién
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Figura 9. Cromatografia en columna de sefarosa-glucosamina; elucidén

con glucosa 1 M — KC1 62 mM. A una columna de 8 cm de altura por 2,5

~

cm de diédmetro de sefarosa-glucosamina, equilibrada con solucidén C
con KCl 62 mM, se colocaron 30 U de glucoquinasa, proveniente de la
columna de sefadex, diluida con amortiguador C hasta tener una
concentracién de KC1 de 62 mM. La columna se lavé con 300 ml del
amortiguador de equilibrio y se eluyd incluyendo en el amortiguador
glucosa 1 M. Posteriormente se realizd una segunda elucién sin
glucosa, pero elevando la concentracién del KC1 del amortiguador de
equilibrio hasta 300 mM. Se colectaron fracciones de 6 ml y se
seleccionaron las fracciones indicadas en la figura (tubos 6 al 24

inclusives). La recuperacidén fue del 82% y se alcanzd una actividad

especifica de 25 U/mg de proteina.
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de glucoquinasa y presenta una alta afinidad por la enzima,
A ’

pues su K. es del orden de 10 ° M (0,11 - 0,15 mM) (Cardenas,

1982).

En un ensayo (Fig. 10) se usaron dos columnas pequefias de
sefarosa-glucosamina que se trataron en forma paralela, una de
las cuales actud como control y fue eluida con glucosa (A) v la
otra con N-acetilglucosamina (B). Después de ser equilibradas
con solucién C con KCI 62 mM, se colocaron 6 U de glucoquinasa
provenientes de Sephadex G-150 en cada una. Luego de lavado
exhaustivo se procedié a la elucién. Se hizo como de costumbre
una segunda elucidén con KCI 300 mM en soluciéon C (Fig. 10).

En la columna control se obtuvo una preparacién con una
actividad especifica de 30 U/mg de proteina y un 86% de
rendimiento. En la columna eluida con N-acetilglucosamina se
obtuvo, en cambio, una enzima con una actividad especifica de
solo 15 U/mg de proteina y un rendimiemto de 50%; ademds, la
fraccion de enzima eluida con KCI 300 mM era mayor que en la
columna tratada con glucosa y correspondia a un 18% de la
actividad colocada en la columna. La electroforesis en gel de
poliacrilamida mostrd la presencia de numerosas, al menos nueve,
bandas de proteinas contaminantes, contrastando  con las
habituales cinco de la elucién con glucosa (Fig. 11).

En resumen, el procedimiento ensayado no ofrecié ninguna

ventaja sobre la elucién con glucosa, pero si reforzd la idea del

caracter bicespecifico de la unién macromolécula-ligando a que
t y
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Figura 10. Elucién con N-acetilglucosamina de la cromatografia en

sefarosa-glucosamina. La figura muestra los perfiles de elucién de

dos columnas de 5 cm de altura por 1,2 cm de dié&metro, equilibradas
con amortiguador C con KCl1 62 mM, en las que se colocaron 6 U de
glucoquinasa proveniente de Sephadex G-150. Las columnas se lavaron
exhaustivamente y se desarrollaron incluyendo en una,glucosa 1 M (A)
y, en la otra,N-acetilglucosamina 10 mM (B). Se colectaron fracciones

de 3,3 ml y se mantuvo un flujo constante de 40 ml por h.
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Figura 11. Electroforesis en geles de poliacrilamida de la

glucoquinasa eluida con N-acetilglucosamina. Se  muestran las

electroforesis en geles de poliacrilamida de glucoquinasa obtenida
al eluir la columna de sefarcsa-glucosamina con gluccsa 1 M (A) o
con N-acetilglucosamina 10 mM (B). (A) Se colocaron 1,5 U de
glucoquinasa y se tifié solo para proteinas. (B) Se colocaron 0,3 U
de enzima y se tifidc un gel para actividad (1) y otro para proteinas

(2).
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la enzima retenida era eluida en forma relativamente selectiva
con un ligando soluble que competia por la enzima con el
ligando inmovilizado.

ii. Elucidon con glucosa y urea. La inclusion de urea junto a

la glucosa en el eluyente corresponde a la idea de deformar o
distorsionar la conformacién de la glucoquinasa o de alguna de
las proteinas contaminantes, de modo que se alterara la retencién
o la eluciébn de ellas. Se usé urea en una concentracién de
0,5 M, concentracién en la cual la enzima mantiene su actividad
(Cardenas, 1982), tanto en la muestra como durante la elucidn
(Fig. 12). En estas condiciones hubo una retencién parcial de
la glucoquinasa, pues el lavado contenia el 55% de la actividad
colocada en la columna. La fraccién retenida y posteriormente
eluida correspondia a wun 32% de la actividad colocada vy
presentaba una actividad especifica de 4,5 U/mg de proteina.
Los resultados indicaron, entonces, que el procedimiento disefado
no era adecuado, lo que se confirmbé en la electroforesis en gel
de poliacrilamida, que revelé la presencia de un nUmero mayor
de bandas, al menos  siete, y una de ellas con gran
concentracién en relacién con el método habitual (Fig. 12).

iii. Elucidon con glucosa y ATP. Se probdé también la elucidn

de la enzima por la accidn concertada de los dos sustratos.
Para esto se equilibré la columna de sefarosa-glucosamina con
amortiguador C que contenia KClI 62 mM y se cargd con

glucoquinasa proveniente de Sephadex G-150. Después de un
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Figura 12. Cromatografia en columna de sefarosa-glucosamina; elucién

con glucosa y urea. En una columna de sefarosa-glucosamina de 7,5 cm

de altura por 1,2 cm de diémetro, previamente equilibrada con
amortiguador C que contenia KCl 62 mM, se colocaron 10 U de
glucoquinasa proveniente de Sephadex G-150, a la que se habia
agregado urea hasta una concentracidén de 0,5 M. Se lavd
exhaustivamente y se eluyé con glucosa 1 M y urea 0,5 M incluidas en
el amortiguador de equilibrio. Se colectaron fracciones de 5 ml y el
flujo de la columna fue de 30 ml por h. El rendimiento fue de un 32%
y la actividad especifica de 4,5 U/mg de proteina. La electroforesis
se realizd en geles de poliacrilamida al 10%. Se hizo tincidn de
actividad (1) y de proteinas (2 y 3). Se colocaron 0,3 U de enzima

por gel.



lavado exhaustivo se procedié6 a la elucién, incluyendo en el
amortiguador de equilibrio glucosa 1 M y ATP 5 mM (Fig. 13).
El conjunto de las fracciones activas representaba el 76% de la
actividad colocada en la columna, y el andlisis electroforético
mostré una preparacién muy contaminada, a juzgar por las
numerosas bandas de proteinas contaminantes y la elevada
intensidad de uno de los componentes de mayor migracién (Fig.
1.3 «

c) Dilucidn de la sefarosa-glucosamina. Como se ha observado

hasta aqui, una fracciéon de las proteinas cromatografiadas es
retenida en la matriz y es eluida solo al aumentar la
concentracién de KC! a 300 mM. Para controlar las interferencias
en la adsorcién no-biocespecifica de las proteinas en la columna
de afinidad se ha intentado modificar las condiciones de
operacién, no solo en las caracteristicas de la muestra y de las

soluciones de equilibrio y elucién, sino también de la matriz

misma. Entre las variaciones de la matriz son importantes la
naturaleza y el largo del espaciador usado y la concentracidn
de ligando unido a la matriz (O'Carra et al., 1974)

En los intentos de purificar glucoquinasa de higado de rata
por medio de columnas de afinidad se habian estudiado en el
laboratorio distintos espaciadores unidos a la sefarosa (Ledn,
1977; Lebn et al., 1977); y se concluyé que, de los examinados,
el espaciador mas conveniente era el d&cido 6-aminohexanoico.

Por otro lado, existian antecedentes sobre la influencia de la
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Figura 13. Cromatografia en columna de sefarosa-glucosamina; elucién

con glucosa y ATP. En una columna de sefarosa-glucosamina de 7,5 cm

de altura por 1,2 cm de dié&metro equilibrada con amortiguador C que
contenia KCl1 62 mM, se colocaron 10 U de glucoquinasa proveniente de
Sephadex G-150. Se 1lavé exhaustivamente y se eluyé con glucosa
1 M- ATP 5 mM. Se colectaron fracciones de 5 ml y el flujo de 1la
columna fue de 30 ml por h. El rendimiento fue de 76% y el andlisis
electroforético en gel de poliacrilamida al 10% de una muestra de
0,3 U de enzima indicbé una preparacidn muy contaminada. 1, tincidn

de actividad; 2 y 3, tincidén de proteinas.
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concentracién de ligando en la elucién de glucoquinasa desde
sefarosa-glucosamina (Holroyde et al., 1976a). Se decidid realizar
una cromatografia en sefarosa-glucosamina que fue diluida en
Sepharose 4B hasta alcanzar una concentracién de 2 pmol  de
glucosamina por ml de gel.

Una muestra proveniente de Sephadex G-150 se colocd en una
columna equilibrada con amortiguador C, que contenfa KCI 10 mM.
Luego de un lavado exhaustivo se agregd glucosa 1 M al
amortiguador, intentando la elucién de la enzima. En las
fracciones obtenidas no se detectd actividad, por lo que se lavd
nuevamente la columna, aumentando la concentraciéon de KCI a
20 mM. Después de este segundo lavado, en que no se encontrd
actividad, se agregd glucosa 1 M y nuevamente no se encontrd
actividad en las fracciones colectadas. Por UGltimo, se lavd con
amortiguador con KCI 30 mM y la enzima siguidé retenida. Al
agregar glucosa 1 M, la enzima eluyd, como se ilustra en la
figura 14. La muestra obtenida correspondié a un 71% de la
colocada en la columna. El problema que representa esta
cromatografia es el gran volumen de elucidén, que equivale a 10
volimenes de columna. Fuera de que esto significa inconvenientes
en un procedimiento para purificar grandes cantidades de
glucoquinasa, la enzima obtenida con alto grado de pureza (Fig.
14) es inestable cuando se encuentra diluida y la concentracién
por ultrafiltracién en Amicon o en microcolumnas de DEAE-celulosa

microgranular tenia mal rendimiento.
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Figura 14. Cromatografia en sefarosa-glucosamina diluida en Sepharose

4B. Una columna de sefarosa-glucosamina diluida (2 umol/ml de gel)
de 7,5 cm de altura por 1,2 cm de didmetro se cargd con 10 U de
glucoquinasa proveniente de sefadex. La elucidén se realizd incluyendo
glucosa 1 M y KC1 30 mM en el amortiguador de equilibrio. El1 flujo
era de 30 ml por h y se colectaron fracciones de 2,2 ml. El1 conjunto
de fracciones seleccionadas (tubos 4 a 40) correspondidé al 71% de la
actividad colocada en la columna. El andlisis electroforético de 1la
preparacién de glucoquinasa en esta etapa de purificacidén mostré 4
bandas de proteinas. Uno de los geles, en que se colocaron 0,4 U de
enzima, se muestra en la figura. La banda més intensa corresponde a
la glucoquinasa (GK). Se observan diferencias cuantitativas de los
contaminantes respecto a la glucoquinasa, en comparacién con los

resultados habituales.
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d) Recromatografia en sefarosa-glucosamina

i. Elucion con glucosa 1 M. Una muestra proveniente de

sefarosa-glucosamina eluida con glucosa 1 M - KCI 62 mM fue
recromatografiada, previo paso de la muestra por una pequefia
columna de DEAE-celulosa microgranular, que retiraba la glucosa,
y dilucién de la muestra hasta alcanzar la concentracién de KCI
deseada. La muestra presentaba en el andlisis electroforético 5
bandas de proteinas.

En la figura 15 se muestra el perfil de elucién de la
glucoquinasa de la columna de recromatografia equilibrada con
amortiguador C que contenia KCI 64 mM, en vez de KCl 62 mM
que era lo habitual. EIl conjunto de las fracciones seleccionadas
representaba el 80% de la actividad colocada en la columna y el
analisis electroforético mostrdé una preparacién con 3 bandas de
proteinas, siendo la glucoquinasa la que se encontraba en mayor
concentracion.

El volumen de elucién de la enzima disminuyd al usar esta
concentracién de KCI, lo que se considera una ventaja ya que
un menor volumen hace mds rdpida la concentracién posterior de
la enzima, al mismo tiempo que la hace menos inestable. Al
agregar KCI 0,3 M se eluyeron algunas fracciones con actividad
glucoquindsica. Después de reunirias se pasaron por una columna
de DEAE-ceiulosa microgranular para eliminar la glucosa vy
detectar N-acetilglucosamina-quinasa, que no se encontrd, como

era de esperar, pues la muestra provenia de una cromatografia
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Figura 15. Recromatografia en sefarosa-glucosamina; elucidén con

glucosa 1 M KCl 64 mM. Una columna de sefarosa-glucosamina de 7,5

cm de altura por 1,5 cm de didmetro se cargd con 10 U de glucoquinasa
y después de lavado exhaustivo la enzima fue eluida con amortiguador
C al que se agregd glucosa 1 M - KCl 64 mM. Se colectaron fracciones
de 1,5 ml y se mezclaron las fracciones 10 a 28. Cada gel se cargd

con 0,3 U de enzima. 1, actividad; 2, proteinas.
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en sefarosa-glucosamina eluida con glucosa 1 M.

ii. Eluciédn con gradiente de glucosa. Una muestra de

glucoquinasa proveniente de una cromatografia en sefarosa-

glucosamina a la que se le elimind la glucosa haciéndola pasar

por una microcolumna de DEAE-celulosa microgranular, se colocd

en una nueva columna de sefarosa-glucosamina. Luego de lavado

exhaustivo se eluyd con un gradiente de gluccsa desde 0 hasta

1 M (Fig. 16). El rendimiento de la columna fue del 80% y el
2

andlisis electroforético mostré una preparaciéon con 3 bandas de

proteinas, semejante a la recromatografia en la que la elucién

se hizo con una solucién de composicién constante (glucosa
1 M - KCI 62 mM). Las bandas sin actividad en el gel de
poliacrilamida, es decir, los contaminantes, eran diversos a los

obtenidos en la recromatografia con KCI| constante de la figura
anterior.

3. Electroforesis preparativa en poliacrilamida.

El hecho que la glucoquinasa se separara de los
contaminantes en geles analiticos de poliacrilamida hizo pensar
que la electroforesis preparativa, en que las proteinas son
eluidas, podria ser un buen método de purificacion de la
glucoquinasa después de la etapa de sefarosa-glucosamina. Para
esto se prepard en gel de poliacrilamida segin Grossman vy
Potter (1974) en una columna de mayor tamafio que lo habitual
(Fig. 17).

La glucoquinasa aparecié en wuna posicién andloga a la
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Figura 16. Recromatografia en sefarosa-glucosamina; elucibén con un

gradiente de glucosa entre O y 1 M. Una columna de 7,5 cm de altura

por 1,5 cm diadmetro de sefarosa-glucosamina equilibrada con

amortiguader C con KCl 62 mM, se cargd con 10 U de glucoquinasa, se

lavdé exhaustivamente y se eluyd con un gradiente lineal de glucosa

desde 0O hasta 1 M, de 300 ml totales. Se colectaron fracciones de

1,5 ml y se seleccionaron las indicadas en la figura. La proteina se

determiné por el método que utiliza Coomassie G-250 (absorbancia a

595 nm). En los geles de poliacrilamida se colocdé una muestra

equivalente a 0,3 U de glucoguinasa: 1, actividad; 2, tincidén de

proteinas.
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Figura 17. Electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida. La

columna, de 3,3 cm2 de seccidén, tenia 6 cm (20 ml) de gel separador
al 10% y 2 cm (7 ml) de gel concentrador al 2% de poliacrilamida. Se
cargd con 2 ml de una muestra de glucoquinasa proveniente de la
etapa de sefarosa-glucosamina que contenia 9 U de enzima (act. esp.
30 U/mg de proteina). La electroforesis comenzd con 10 mA, que se
llevaron a 20 mA al entrar la muestra al gel separador. La elucidn
se mantuvo con un flujo aproximado de 0,2 ml por min y se colectaron
fracciones cada 8 min (1,5 ml). Los geles analiticos del recuadro se

hicieron al 10%, como habitualmente.
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observada en los geles analiticos; sin embargo no se logrdé una
buena resolucidon, pues se encontraron 3 (li, Ill, V) proteinas

en el pico correspondiente a la actividad (Fig. 17). Se recuperd

solo el 26% de la actividad colocada, ya que el proceso demord

17 Fis durante las cuales la columna se mantuvo a
aproximadamente 15¢°, El pico de actividad, después de
concentrado, mostré 3 bandas de proteinas en electroforesis

analitica, como se esquematiza en el recuadro de la figura.

I111. Andlisis inmunoldgico

Como se describié en Métodos, se prepard un antisuero de
conejo mediante la inyeccién de repetidas dosis de glucoquinasa
de higado de rata purificada hasta la etapa de DEAE-Sephadex
A-50 vy posteriormente corrida en geles de poliacrilamida. Se
cortaron las bandas de los geles correspondientes a la
glucoquinasa, se homogeneizaron y se inyectaron. Se hizo una
inyeccion de refuerzo con glucoquinasa en solucién proveniente
de la recromatografia en sefarosa-glucosamina. E| antisuero se
estudié con los siguientes procedimientos.

1. Inmunodifusién doble (Método de Ouchterlony)

En este ensayo se encontrd que el antisuero reaccionaba
contra la preparacién inmunizante dando una banda Unica de
precipitaciéon. Mediante esta técnica se encontré el mismo
resultado al usar muestras de glucoquinasa con distinta

concentracién de proteina y con diferentes grados de pureza,

58



como se muestra en las figuras 18 y 19. Se observa en ambas
figuras que las l|ineas Unicas de precipitaciéon se fusionan para
dar un solo arco continuo, lo que implicaria que el suero es
monoespecifico por este criterio. Al usar el sueroc control de
conejos no inmunizados, no se observaban Iineas de precipitacidn
con las mismas cantidades de glucoquinasa.

Se encontrd ademds que el inmunoprecipitado en el agar es
enzimdticamente activo (Fig. 18B), al someter una placa con
muestra proveniente de sefadex a tincién de actividad (como se
describe en Métodos).

2. Inmunoelectroforesis

El antisuero se incorpord al agar que cubre un portaobjeto vy
se hizo electroforesis para separar las proteinas ubicadas en los
pocillos de un extremo del agar. La existencia de una linea
Unica de precipitacién, en forma de ‘'cohete", indica la
monoespecificidad del antisuero y el &drea enmarcada por ella es
proporcional a la concentracién de antigeno (Fig. 20).

De los varios métodos en que se combina la difusién y la
electroforesis para analizar la especificidad de un antisuero, se
escogié el llamado de los 'rockets" (cohetes) por su gran
sensibilidad.

3. Inmunoinhibicién de la glucoquinasa por el antisuero

Para estudiar la propiedad del antisuero de inhibir la
enzima y titular el antisuero con la enzima, se Iincubaba una

cantidad constante de enzima con cantidades variables de
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Figura 18. Inmunodifusién doble con glucoquinasa semipurificada. A.

Se usaron diferentes concentraciones de glucoquinasa proveniente de
la etapa de sefadex (act. esp. 1,8 U/mg de proteina). a. Ab,
antisuero; 1, GK 12 mg de proteinas totales por ml; 2 a 6, diluciones
i/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32. b. Sc, suero control; 1 a 6, GK como en
a. Se tifleron las proteinas con Coomassie G-250. B. Se muestra la

mantencién de la actividad glucoquinésica en el complejo precipitado

de antisuero-enzima. a y b ccmo en A,
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Figura 19. Inmunodifusidén doble con glucoquinasa purificada. Se

colocaron diferentes concentraciones de glucoquinasa proveniente de
la etapa de sefarosa-glucosamina (act. esp. 30 U/mg de proteina).
Ab, antisuero; 1, GK 1 mg de proteinas totales por ml; 2 a 6,

diluciones 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32.
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Figura 20. Inmunoelectroforesis (método de 1los cohetes). A. La

glucoquinasa proveniente de sefadex (act. esp.: 1,8 U/mg de proteina)
se colocdé en los pocillos de la placa de agarosa C impregnada de
antisuero. La placa se sometid a electroforesis haciendo pasar una
corriente de 5 mA, durante 3,5 h. Los pocillos 1 a 4 contenian 0,75;
1,5; 3 y 6 mg de proteina por ml, respectivamente. B. La glucoquinasa
provenia de sefarosa-glucosamina (act. esp.: 30 U/mg de proteina).
Los pocillos 1 a 4 contenian 0,125; 0,25; 0,5 y 1 mg de proteinas

totales por ml.
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antisuero o de suero control reconstituidos, durante 30 min a
37° y después toda la noche a 4°., Al término de la incubacién
se centrifugaba y se lefa la actividad remanente en el

sobrenadante. La mezcla amortiguadora contenia los protectores

conocidos de la glucoquinasa, para evitar su inactivaciéon
espontdnea al incubar a 37° (Clark-Turri et al., 1974). La
figura 21 ilustra un experimento en el cual se observa la

desaparicién de la actividad enzimdtica al aumentar la cantidad
del suero inmune. Se pudo calcular por extrapotacién que 100 ul
de antisuero neutralizan a 6,6 mU de enzima.

4. Microinmunotitulacién

Los anticuerpos pueden ser detectados y cuantificados bor‘ el
método Ilamado abreviadamente ELISA ("enzyme linked
immunosorbent assay"), que es un método indirecto realizado en
fase sélida. En esta técnica el antigeno se adsorbe sobre una
superficie pldstica, a la que se agrega el antisuero especifico
en diluciones progresivas. Para evaluar la reaccién antigeno-
antisuero se afiade un conjugado de proteina A vy fosfatasa
alcalina. Para medir la actividad enzimdtica unida a la fase
sélida se agrega p-nitrofenilfosfato y se cuantifica la liberacion
del p-nitrofenol, lo que refleja la cantidad de anticuerpo unido
en la primera incubacién. La figura 22A ilustra un experimento
que permitié elegir la dilucién adecuada de antisuero para
hacer la curva de calibracion destinada a la determinacién de

glucoquinasa por competencia (Fig. 22B). Esta determinacién se
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Figura 21. Inhibicién de glucoquinasa con suero inmune. Se incubaron

cantidades crecientes de antisuero o de suero control reconstituidos
con 25 mU de glucoquinasa proveniente de Sephadex G-150, en una
mezcla amortiguadora. En un volumen de 500 pl, la mezcla contenia
(concentraciones finales): Tris-HC1 100 mM (pH 7,5), KCl1 75 mM,
glucosa 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 2,5 mM. La incubacién se hizo a 37°
durante 30 min y se dejé durante la noche a 4°., Al término de la
incubacidén se centrifugdé durante 15 min en wuna microcentrifuga
Gelman-Hawksley y se 1leydé la actividad remanente en el 1liquido
sobrenadante. H, antisuero; =zona gris, indica el promedio de los
valores obtenidos con cantidades iguales del suero control con la

desviacidén estandar de las observaciones.
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Figura 22. Microinmunotitulacién de glucoquinasa con el método ELISA.

A. Valores obtenidos para el antisuero, corregidos con el suero
control. B. Titulacién de la cantidad de glucoquinasa por competen-
cia. Se usd una dilucidén constante de antisuero, correspondiente a
1/4 en A. El1 100% corresponde al control con albGmina bovina 1% (sin

glucoquinasa).
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'basa en la posibilidad de interferir la interaccién del antigeno
con el antisuero en la fase sélida, haciendo reaccionar
previamente e! antisuero con cantidades crecientes de enzima vy
agregando esta mezcla de antisuero-enzima a la placa que tenia
la glucoquinasa adsorbida. La interferencia se manifiesta en
menor actividad fosfatdsica a medida que aumenta la
glucoquinasa agregada. Se origina una curva de calibracién que
permitird la determinacién del antigeno en mezclas complejas.
Los detalles de estos procedimientos estdn descritos en Materiales

y Métodos.
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D. DISCUSION

La glucoquinasa representa solo el 0,005% (p/p) del total de
las proteinas en el extracto de higado de rata después de la
centrifugacién a 105.000 g (Holroyde et al., 1976b). Este hecho,

agregado a la inactivacion de la enzima durante los tratamientos

ensayados, ha constituido una limitante importante para lograr
la purificacién. En el momento de comenzar este trabajo
permanecia el problema de la inestabilidad de la enzima,

problema que se acentuaba al aumentar el grado de pureza de
la preparacién. Esto hacia dificil la purificaciéon de grandes
cantidades de enzima a través de varios pasos cromatogréficos,
en que se trabajaba con volUimenes grandes de soluciones y con
concentraciones cada vez menores de proteina. En las primeras

etapas de purificacién también hay una rédpida desaparicion de

la actividad glucoquindsica. Para mantenerla es necesaria la
presencia de KCIl, de glucosa y de protectores de grupos tioles
(DTT, 2-mercaptoetanol o N-acetilcisteina)(Salas et al., 1965;

Parry y Walker, 1966; Babul y Niemeyer, 1966; Gonzdlez et a_I_.,
1967). Sin embargo, parece que la enzima es relativamente
estable cuando se guarda precipitada en sulfato de amonio a 4°.
La enzima también es bastante estable en la etapa de sefadex,
pero después de unos dos meses la actividad comienza a

disminuir y termina inactivdndose en aproximadamente 3 meses
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(Heberlein, 1979; Monasterio, 1980; Niemeyer et al., 1981). En
etapas mds avanzadas de purificacién aumenta la inestabilidad
de la glucoquinasa. Asi, después de sefarosa la enzima diluida
(0,15 U/ml) era estable solo por pocas horas, aln en presencia
de glucosa. Fue nuestro propodsito inicial estabilizar la enzima
después de la cromatografia en sefarosa-glucosamina, ya que
nuestra preparacién en este momento presentaba una actividad
especifica de 30 U/mg de proteina y 5 bandas de proteinas en
un gel de poliacrilamida, por lo que era necesario afiadir al
menos otro paso de purificacién. Se probdé el glicerol como
estabilizante, que ha demostrado ser un excelente protector de
otras proteinas. Rose (1976) y Holroyde et al. (1976b) habfan
observado el efecto estabilizante del glicerol en la actividad de
la glucoquinasa. Nuestras observaciones confirmaron este efecto
y nos condujeron a introducir el glicerol en todos los pasos de
purificacién. En DEAE-celulosa el uso de glicerol al 5% junto
con glucosa aumentaba el rendimiento de la preparacién desde
un 50% hasta un 70%. La concentracién de glicerol se subié al
20% durante la purificacién en las etapas de sefarosa-glucosamina
y de cromatografia en DEAE-Sephadex, etapa posterior a la de
sefarosa, encontrdndose que el rendimiento era de un 80% v
cercano al 100%, respectivamente. En la etapa de sefarosa-
glucosamina se probd el glicerol al 5%, no encontrdndose cambio
en el resultado de la cromatografia misma, pero si durante el

almacenamiento de la enzima, ya que ésta solo mantenia el 40%
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de la actividad en 12 dfas. Por otra parte, el glicerol al 10%
mantenia la enzima con un 50% de la actividad y el glicerol al
20% mantenia el 95% de la actividad inicial en este periodo. Si
se conservaba la glucoquinasa, aln con alto grado de pureza
(79 U/mg de proteina), en un amortiguador de fosfato de potasio
250 mM (pH 7,0) con 20% de glicero!l, ademds de los protectores
usuales, se mantenia cerca de un 80% de su actividad inicial
después de al menos 7 meses de almacenamiento a 0°. Esto
permitié guardar cantidades de enzima suficientes para la
preparaciéon del antisuero. En cuanto a estabilidad y
concentracién de la enzima, se detectdé que las muestras diluidas
perdian actividad mds rdpidamente que las muestras concentradas
guardadas en iguales condiciones. Esto, sumado al hecho de
trabajar con grandes vollUmenes, nos hizo estudiar la manera de
concentrar la enzima con rapidez y alto rendimiento,
encontrdndose que el método de concentracién en microcolumnas
de DEAE-celulosa microgranular ofrecia ventajas sobre otros
métodos (ultrafiltraciéon en Amicon, didlisis al vacio), en los
cuales habia una gran pérdida de actividad.

El paso clave en el esquema de purificacién actual de la
glucoquinasa es la cromatografia en sefarosa-glucosamina, que
empezé a estudiarse en el laboratorio de Trayer (Chesher et
al., 1973). Holroyde et al. (1976a, b) describieron una
preparacion homogénea, con resultados que indican la necesidad

de un control cuidadoso en varios de los pardametros
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involucrados en la operacidn y en la posicién relativa de la
cromatografia de afinidad en la secuencia del esquema de
purificacién. Estos autores discuten la posibilidad de obtener
resultados variables en el procedimiento al modificar diversos
pardmetros que nosotros también hemos examinado.

El resultado de la cromatografia esta influido por las
caracteristicas de la matriz, algunas de las cuales quedan
condicionadas en su preparacién. En el procedimiento seguido
por Holroyde et al. (1976a,b) se une primero la glucosamina al
adcido 6-aminohexanoico y luego el compuesto resultante a la
matriz de sefarosa. Spence y Pitot (1979), usando el
procedimiento descrito por Holroyde et al. (1976b) obtuvieron
una preparacion no homogénea, con aproximadamente la mitad
de la actividad especifica descrita en el procedimiento original
y que presentaba varias bandas en geles de poliacrilamida en

presencia de dodecilsulfato de sodio. También Neet ha encontrado

problemas semejantes (comunicacién personal! de |. Trayer). En
nuestro laboratorio no se obtuvieron mejores resultados al
trabajar con sefarosa-glucosamina enviada por el Dr. |. Trayer,

por lo que el procedimiento siguid haciéndose con sefarcsa-
glucosamina preparada por nosotros, en que la glucosamina se
une a la hexanoil-sefarosa.

En este laboratorio, Ledén (1977) vy Ledén et al. (1977)

realizaron un estudio sobre cromatografia de afinidad de

enzimas fosforilantes de glucosa en derivados de sefarosa con



residuos de glucosamina inmovilizados a través de distintos
espaciadores que diferfan en hidrofobicidad. Estos estudios
sefflalaron las condiciones adecuadas para la separacién de la
glucoguinasa de las hexoquinasas y de la N-acetilglucosamina-
quinasa, que son enzimas contaminantes que interfieren en el
andlisis de las propiedades cinéticas de la glucoquinasa. Hacen
notar, ademds, que la fuerte adsorcién de glucoquinasa en
sefarosa-glucosamina y la sensibilidad a la concentracién de
sales sugieren la presencia de fuerzas inespecificas que
contribuyen a reforzar la unién de la enzima a la matriz
sustituida. Consideraciones semejantes hacen Holroyde et al.
(1976a) .

El efecto del cambio en la concentracidén de ligando unido a
la matriz podria indicar que muchas de las interacciones no
especificas estarian ocurriendo vya sea por un proceso de
intercambio iénico, presumiblemente por la introduccién de
grupos cargados en el procedimiento de activacién por CNBr, o
por interacciones hidrofébicas debido a la presencia del
espaciador polimetilénico (O'Carra et al., 1974). Al diluir la
sefarosa-glucosamina en Sepharose 4B se obtuvo glucoquinasa
con alto grado de pureza (Fig. 14), pero el procedimiento no
resultd aplicable para la obtencién de grandes cantidades de
enzima, debido al gran volumen de elucién y al tiempo que
permanecia la enzima con bajas concentraciones de KCI, lo que

la hacia muy inestable.
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En cuanto a las concentraciones de sal y de sustrato
requeridas para la eluciéon de la glucoquinasa, el estudio de
distintas alternativas, por ensayo y error, nos condujo a
elegir como condicién favorable la elucidn con KCl| entre 50 vy
62 mM y glucosa 1 M. Con concentraciones bajas de glucosa la
enzima eluye en un gran nUmero de fracciones con disminucidén
de la actividad especifica en la preparacién final. Se ha
observado buena reproducibilidad del procedimiento final
seleccionado.

Al no conseguirse glucoquinasa homogénea, se utilizd como
antigeno para la preparacién del antisuero la glucoquinasa
proveniente de DEAE-Sephadex, una vez separada por
electroforesis en geles analiticos de poliacrilamida y recortadas
las secciones correspondientes a la enzima. Se hicieron algunos
ensayos para eluir la enzima de las rodajas de gel por medio
del método de Braatz y Mclintire (1977). Este consiste
esencialmente en hacer una electroforesis reversa a las rodajas
colocadas en los tubos habituales de electroforesis, a los
cuales se ajustaba una bolsa de didlisis en su extremo
superior. Los resultados no fueron alentadores debido al bajo
rendimiento. Por otra parte, se pensd que el hecho de tener la
enzima incluida en un gel posiblemente aumentaria la respuesta
inmune por la persistencia de la proteina en los tejidos, de
donde seria liberada lentamente (Eisen, 1981). Como después de

una serie de inyecciones del antigeno, el suero presentaba un
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titulo muy bajo, evaluado por la inhibicién de la actividad
glucoquindsica y por la inmunodifusién doble, se inoculd el
mismo conejo con una preparacién soluble de enzima proveniente
de una recromatografia en sefarcsa-glucosamina, sin
coadyuvante. Esta preparacién contenia, ademds de
glucoquinasa, dos proteinas contaminantes. La enzima inyectada
por via intramuscular alcanzaria rdpidamente los oOrganos
linfoides comprometidos en la sintesis de anticuerpos y
estimularia la memoria inmunolbgica, si es que las inyecciones
iniciales la indujeron. Se optd por esta alternativa conscientes
del riesgo de iniciar la sintesis de anticuerpos contra las
proteinas contaminantes. E! uso de una dosis baja Unica, sin
adyuvantes, permitiria estimular preferencialmente células de
memoria preexistentes mds que inducir una respuesta primaria
contra los contaminantes introducidos en la inyeccion de
refuerzo. E! resultado obtenido se ajustd a lo esperado, puesto
que la inmunodifusién contra la glucoquinasa de diferentes
concentraciones y grados de pureza mostré un solo arco de
precipitacién, que mantenia actividad glucoquindsica. Este
resultado se corrobord por inmunoelectroforesis (método de los
cohetes), pues nuevamente se producia un arco unico de
precipitacion al utilizar glucoquinasa de diferentes
concentraciones y grados de pureza.

La interaccién de una enzima con un antisuero especifico

generalmente conduce a una reduccidn en su actividad
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enzimdtica. Principalmente, la neutralizacién puede ocurrir por
tres mecanismos: a) Interaccién directa del antisuero con el
sitio activo, b) interaccién de los anticuerpos con regiones
contiguas y adyacentes al sitio activo, con generacién de
impedimento estérico, y c¢) interaccidén con otras regiones de la
proteina, induciendo un cambio conformacional en la molécula
que lleva a la pérdida de la actividad catalitica o previene el
cambio conformacional inducido por el sustrato para llegar a la
conformacidén activa (Arnon, 1974). En sistemas en que ocurre
un cambio conformacional por la unién del anticuerpo a la
enzima, el sustrato puede proteger de la inactivacién por el
antisuero, como ocurre con la creatina-quinasa (Samuels, 1963)
y la alcohol-deshidrogenasa (Fuller y Marucci, 1971). También
puede ocurrir un aumento de la actividad enzimética, como
sucede con la glutamato-deshidrogenasa (Lehman, 1970), o una
estabilizacion de la actividad, como ha sido observado con la
catalasa (Feinstein et al., 1971).

Cualquiera sea el mecanismo de la neutralizacion de la
actividad enzimdtica por el antisuero, la formacién de agregados
contribuird a la inhibicidn.

En el caso concreto de nuestra preparacién es dificil
disociar estos mecanismos debido a que una respuesta peoliclonal
complica la interpretacion por ser altamente heterogénea, vy
debe aceptarse que el antisuero contiene una mezcla de

anticuerpos dirigidos contra distintos determinantes antigénicos
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de la enzima. Entre nuestros proyectos estd investigar la
obtencién de anticuerpos monoclonales contra glucoquinasa de
higado de rata, en colaboracién con el Dr. Alfredo De loannes,
del Departamento de Biologia Celular de la Pontificia
Universidad Catbélica de Chile. Esto nos permitiria contar con
anticuerpos en grandes cantidades dirigidos presumiblemente
contra diferentes determinantes antigénicos y con titulos altos,
que facilitaria la investigacién de distintos problemas. Con el
antisuero obtenido se calibré el método ELISA, lo que ha
permitido la microinmunotitulacidn de la glucoquinasa en
extractos celulares de higado de rata. Este método demostrd ser
altamente reproducible y sensible. Se pretende usarlo para
comparar la similitud inmunoldbgica de las enzimas con
caracteristicas cinéticas y estructurales semejantes a las de la
glucoquinasa de rata, presentes en otros mamiferos, en anfibios
y en queldénidos, para asi completar los estudios preliminares
de Pilkis et al. (1968) y de Clark-Turri et al. (1974).

El método ELISA permitird, ademds, investigar la presencia

de glucoquinasa en diversos tejidos donde su existencia es

discutible (Davagnino, 1979; Davagnino y Ureta, 1980; Allen &l

al., 1980; Vera, 1981). También podria utilizarse para evaluar
el titulo de nuevos antisueros, puesto que estudios cinéticos vy
de adsorcion han demostrado que los anticuerpos, especialmente
los de baja avidez, son mejor detectados con el antigeno

inmovilizado en una fase sélida que en los ensayos en solucidn

(Rubin et al., 1980).
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