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RESUMEN

1. Este trabajo estd destinado a investigar las enzimas con actividad

fosforilante de glucosa de la mucosa intestinal de rata,pues no estén
suficientemente definidos su ndmero y su naturaleza en este tejido,

No hay acuerdo sobre el ni{mero de enzimas de K, baja (hexoquinasas) y
es discutible la presencia de la isoenzima de Kp alta (glucoquinasa);
como la Gltima . | puede ser confundida con la actividad fosforilante
de qlucosa de la N-acetilglucosamina-quinasa, este punto fue especial-
mente investigado. La actividad fosforilante de glucosa se presenta

en la mucosa intestinal tanto en el citosol como asociada a la frac-

cidn particulada, pero no se conoce cuales enzimas son las particula-

das,

. La mucosa del intestino delgado de ratas alimentadas con dieta normal,

se homogeneiz6 al 20% (p/v) y después de una centrifugacién a 105.000 g

durznte €0 min, se aislaron las enzimas del 1iquido sobrenadante y del

sedimento por métodos cromatoardficos.

. Por medio de la cromatograffa en DEAE-celulosa con qradiente de con-

centracién de KC1 se separaron del sobrenadante tres fracciones enzi-
méticas capaces de fosforilar glucosa. Las que eluyen a concentracio-

nes aproximadas de 55 mM y 115 mM corresponden a hexoquinasas




xii

(E.C.2.7.1.1.) A y B, respectivamente; 1a que eluye a 250 mM corres-
ponde a una N-acetilalucosamina-quinasa (E.C.2.7.1.59) con actividad
quindsica secundaria para glucosa. De la fraccién particulada se sepa-
raron solo dos fracciones con actividad fosforilante de aqlucosa, que
corresponden a las hexoquinasas A y B, También se identificaron estas
isoenzimas mediante la electroforesis en geles. Ni la cromatoqraffa

de intercambio i6nico ni la electroforesis en geles de poliacrilamida
o en menbranas de acetato de celulosa revelaron la presencia de gluco-

quinasa o hexoquinasa C en la mucosa intestinal.

. Las enzimas se purificaron parcialmente por medio de filtracién en gel

(hexoquinasas en Sephadex G-200 y N-acetilalucosamina-quinasa en
Sephadex G-100), v 1a hexoquinasa B se someti6 a una etapa de mayor
purificacién mediante la cromatograffa de afinidad en sefarosa-qgluco-

samina.

E1 peso molecular de ambas hexoquinasas, A y B, fue 98.300 y el de 1la

N-acetilalucosamina-quinasa fue 56,000,

. Las K, para glucosa fueron 0,025 mM y 0,074 mM para las hexoquinasas

Ay B,respectivamente, La especificidad de sustrato fue similar a 1la
descrita para hexoquinasas en otros tejidos; ademas de glucosa, fos-

forilan manosa, fructosa y 2-desoxiglucosa.
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La K, de la N-acetilglucosamina-quinasa para N-acetilglucosamina fue
0,021 mM y para ATP fue 0,38 mM. La enzima fosforila también alucosa,
manosa, fructosa, 2-desoxiglucosa y glucosamina. La funcién de satura-
cién con glucosa fue compleja, semejando un fendmeno de cooperativi-

dad negativa. La K, aproximada es del orden de 100 mM.

Las propiedades cinéticas, asf como el peso molecular, la movilidad
cromatogrdfica y electroforética de la N-acetilglucosamina-quinasa ex~
plicarfan algunos resultados de la literatura mal interpretados como

debidos a la presencia de qlucoquinasa en la mucosa intestinal.



ABSTRACT

1. The aim of this work was to investigate the glucose phosphorylating
enzymes of rat intestinal mucosa since their number and nature are not
well defined. There is not full agreement on the number of the Tow-Kp,
enzymes (hexokinases ) and-the presence o; the high—Km enzyme
(glucokinase) is doubtfull, As the latter one may correspond to the
glucose phosphorylating activity of N-acetylglucosamine kinase, this
point was especially investigated. The glucose-phosphorylating activ-

ity is found in the cytosol and associated with the particulate frac-

tion, although it is not known which enzymes are in the last condition.

2. The mucosa of the small intestine from normally fed rats, was
homogenized to 20% (w/v) and after a centrifugation at 105.000 g for
60 min the enzymes were isolated from the supernatant and from the

sediment by chromatographic methods.

3. Three fractions with glucose-phosphorylating activities were obtained
from the supernatant fluid by means of [EAE-cellulose chromatooraphy
using a gradient of KC1 concentrations. Those eluting at 55 mM and
115 mM KC1 correspond to hexokinases (E.C.2.7.1.1.) A and B, respect-
ively and that eluting at 250 mM KC1 is N-acetylglucosamine kinase

(F.C.2.7.1.59,), which is also able to phosphorylate glucose. From

xiv
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the sediment only hexokinases A and B were extracted:; A1l these en-
zymes were also identified by gel electrophoresis. Neither jon exchange
chromatography nor electrophoresis in polyacrylamide or cellulose
acetate gels revealed the presence of glucokinase or hexckinase ¢ in

the intestinal mucosa.

The enzymes were partially purified through gel filtration (Sephadex
G-200 for hexokinases and Sephadex G6-100 for N-acetylglucosamine kinase).
Hexokinase B was further purified by affinity chromatography on

Sepharose-glucosamine.

The molecular weight of both hexckinases A and B was 98,300 and that

of N-acetylglucosamine kinase was 56,000,

The K, for glucose of hexokinases A and B were 0,025 mM and 0.074 mM,
respectively. Substrate especificity was the same found for enzymes
from other tissues, f.e., they phosphorylate glucose as well as

mannose, fructose and 2-deoxyglucose.

The Ky of N-acetylglucosamine kinase for N-acetylglucosamine was
0,021 mM and for ATP was 0,38 mM. The enzyme also phosphorylates
glucose, mannose, fructose, 2-deoxyglucose and glucosamine, The
saturation function with glucose was complex, mimicking negative coop-
erativity, An approximate value of K was estimated in the order of

100 m.

]
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The kinetic properties, as well as the molecular weight and
chromatoarapnic and electrophoretic mobilities of N-acetylglucosamine
kinase may explain some results misinterpreted as due to the presence

of glucokinase in the intestinal mucose.




1. INTRODUCCION

1soenzimas de hexoquinasas

Las hexoquinasas o glucosa-6-fosfotransferasas (ATP-D-hexosa-5-fosfo-
transferasas, EC.2.7.1.1.) son enzimas que catalizan la fosforilacién de
1a giucosa segiin la reaccién:

Glucosa + Mg ,ATP ——————  Glucosa-6-fosfato + Mg.ADP
Hexoquinasas

Poco después de la demostracién de dos actividades enzimiticas fosfori-
lantes de glucosa en el higado de rata (Walker, 1963; Vifiuela y col.,
1963), en este laboratorio Gonzdlez y col. (1964) descubrieron 1a presen-
cia en el mismo material biolégice de una familia de cuatro g]ucosa—fos;
fotransferasas, denominadas A, B, C y D de acuerdo al orden de elucidn en
columnas de DEAE-celulosa. Este hallazgo fue pronts confirmado, haciendo
uso de la electroforesis en geles de almidén, por Katzen y col. (1965),
quienes las denominaron I, II, III, IV, respectivamente, segin su movili-
dad creciente hacia el dnodo. Esta filtima nomenclatura ha sido mayormente
utilizada en la literatura, pero mantendremos la original en este trabajo.
Las isoenzimas eran distinguibles por sus propiedades cinéticas, electro-
foréticas, cromatogrdficas y de estabilidad térmica. Las isoenzimas A, B,
¥y C, 1lamadas com(inmente hexoquinasas, presentan bajas constantes de Mi-

chaelis para la glucosa (0,1 a 0,01 mM), una amplia especificidad de sus-




trato y un peso molecular de alrededor de 100.000 (Gonzdlez y col., 1964,
1967; Ureta, 1965; Grossbard y Schimke, 1966; Pilkis y col., 1968; revi-

siones en Colowick, 1973 y Niemeyer y col., 1975b). La isoenzima C pre-

senta, ademis, la caracteristica especial de ser inhibida por exceso de

glucosa (Gonzalez y col., 1964; Ureta, 1965). La isoenzima D, 1lamada tam-‘

bién glucoquinasa (Vifiuela y col., 1963), tiene una K (KO.S) alta para
glucosa (ea.10 mM), y exhibe una funcién de saturacidn con glucosa de ca-
racter sigmoideo, una especificidad de sustrato algo mis restringida que
las hexoquinasas y un peso molecular alrededor de 55.000 (Gonzdlez y col.,
1964, 1967; Ureta, 1965; Salas y col., 1965; Pilkis, 1972; Grossman y col.,
1974; Niemeyer y col., 1975b; Holroyde y col., 1976; Storer y Cornish-
Bowden, 1976; Cirdenas y col., 1978; Maccioni y Babul, 1981).

E1 valor alto de KO.S para glucosa (7,5 mM a pH fisioldgico) de la glu-
coquinasa hepitica tiene un significado funcional importante, ya que asf
la enzima puede controlar la fosforilacidn del sustrato en relacidn a su
concentracién en la sangre que 1lega a la célula hepdtica. La glucoquina-
sa es la Unica isoenzima fosforilante de glucosa cuyos niveles se modifi-
can en el higado en relacifn con la disponibilidad de insulina, qlucaqén
y catecolaminas y de acuerdo a la cantidad y naturaleza de la dieta (re-
visiones en Niemeyer y Ureta, 1972; Niemeyer y col., 1975b; y Weinhouse,
1976). As7, el nivel hepdtico de glucoquinasa disminuye durante el ayuno
y cuando se suministra una dieta exenta o pobre en hidratos de carbono, y
aumenta en respuesta al suministro de glucosa y otros carbohidratos en la
dieta, siendo impedido este aumento por glucagbn y adrenalina; también

disminuye el nivel en la diabetes y se recupera con insulina (revisiones
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en Niemeyer y Ureta, 1972; Niemeyer y col., 1975b; y Weinhouse, 1976),

Las hexoquinasas se encuentran en todos los tejidos de la rata, en ni-
mero y proporciones relativas diferentes (Katzen y Schimke, 1965; Grossbard
y col., 1966). En cambio, la glucoguinasa parece ser una enzima tipica
del higado, aunque se ha comunicado su presencia en reticulocitos de co-
nejo (Gerber y col., 1970), cerebro humanc (Bachelard, 1967), rifién de ra-
ta (Pilkis y Hansen, 1968), pancreas de ratén (Ashcroft y Randle, 1970) e
intestino de rata (Stifel y col., 1968; Weiser y col., 1971a; Anderson y
Tyrrell, 1973; Anderson y King, 1975). La distincidn de las isoenzimas se
ha hecho habitualmente sobre la base de su comportamiento cromatogrdfico
en columnas de intercambio aniénico (Gonzdlez y col., 1964; Ureta, 1965;
Gonzilez y col.,1967) y de su movilidad relativa en electroforesis de zo-
na en gel de almidén (Katzen y col., 1965; Katzen y Schimke, 1965) o de a-
cetato de celulosa (Sato y col., 1969; Anderson y Tyrrell, 1973; Anderson
y King, 1975). Se complementa, en primera aproximacidn, la identificacidn
con el criterio de usar dos concentraciones de glucosa (0,5 mM y 100 mM)
en el ensayo. Las hexoquinasas A y B muestran aproximadamente icual acti-
vidad, mientras la glucoquinasa es mds activa a 100 mM y la hexoquinasa C

a 0,5mM, en virtud de los valores de K, de las isoenzimas y de la inhi-
bicidn por exceso de glucosa de la isoenzima C (ver discusién de este pro-

blema en Niemeyer y Ureta, 1972).
Naturaleza y ndmeno de hexoquinasas en mucosa intestinal

Existen opinicnes controvertidas sobre el nimero y la naturaleza de las

isoenzimas de hexoquinasa en la mucosa intestinal. Katzen y Schimke (1965),




por medio de la electroforesis en gel de almidén, identificaron solo dos

bandas de actividad enzimdtica, correspondientes a las hexoquinasas A y B,
en el sobrenadante de una centrifugacion a 105.000 g del homogeneizado de
intestino de rata. Ademds, describieron una tercera banda de actividad. vi-

sible cuando la tincidn se realizaba en presencia de glucosa 0,5 mM, y que

desaparecia con glucosa 100 mM, lo que sugeria fuera iscenzima C. Srivastava

y col. (1968), haciendo uso del mismo método de electroforesis en gel de
almidén, identificaron en la fraccidn sobrenadante de un homogeneizado de
mucosa intestinal de rata y de cuy dos bandas de actividad hexoquindsica,
cuyas movilidades electroforéticas sugerfan que fueran hexoquinasas A y B,
1o que fue confirmado por cromatografia en DEAE-celulosa, Stifel y col.
(1968), basdndose solo en la diferencia de actividad con dos concentracio-
nes de qlucosa (0,5 y 100 mM) en extractos crudos de intestino de rata,
postularon la presencia de una hexoquinasa de K alta (glucoquinasa), que
aumentarfa su actividad con una dieta alta en glucosa. Weiser y col.(1971)
encontraron las hexoquinasas A y B, pero sugirieron la existencia en

el intestino de rata, pero no de cuy, de las isoenzimas C y D en "cantida-
des extremadamente pequefias y probablemente no significativas", basandose
en el comportamiento frente a concentraciones variables de glucosa de al-
qunas fracciones provenientes del pico de hexoquinasa B (II) de una croma-
tografia en DEAE-celulosa.

Ademis de las isoenzimas de K, baja (A, B y C), Anderson y colaborado-
res (Anderson y Tyrrell, 1973; Anderson y King, 1975) sefialaron la presen-
cia de una glucosa-fosfotransferasa de Ky alta en intestino de rata, que

corresponderfa a glucoquinasa. Utilizaron en sus estudios la electrofore-




sis en acetato de celulosa de la fraccidn no particulada de un homogenei-
zado de mucosa yeyunal. En presencia de concentraciones de glucosa 100 mM
(alta) podfan distinguir 4 bandas con actividad enzimitica, que correspon-
derfan a las hexoquinasas A, B, C y D, pues la {iltima banda no era visi-
ble al usar concentraciones bajas de glucosa (0,5 mM) y, por otro lado,

la que corresponderfa a la isoenzima C serfa mis visible con baja concen-

tracidn del sustrato.
Hexoquinasas parnticuladas de intestino

Fuera del problema del niimero y naturaleza de las glucosa-fosfotrans-
ferasas, existe el problema de su ubicacién en 1a célula. En varios tra-
bajos se ha mostrado que una considerable cantidad de 1a actividad hexo-
quindsica total de las c&lulas epiteliales intestinales, tanto de rata
como de cuy, estd unida a la fracéiﬁn particulada, es decir, al sedimento
resultante de una centrifugacitn a velocidad variable (Long, 1953;
Srivastava y- col., 1968; Mayer y Hiibscher, 1971; Weiser y col., 1971a;
Anderson y Tyrrell, 1973; Anderson y King, 1975; May y Mc Carthy, 1976),
en su mayor parte en la fraccidn mitocondrial (Mayer y Hibscher, 1971;

May y Mc Carthy, 1976; Anderson y King, 19@52, No se han identificado, sin
embargo, cuales son las isoenzimas unidas a las mitocondf?ggf'

Anderson y Tyrrell (1973) y Anderson y King (1975) encontraron una rese-
puesta adaptativa de la mucosa yeyunal a las alteraciones dietarias, que
inclufa cambios en la distribucidn intracelular de 1a hexoquinasa total.
AsT, en comparacifn con ratas alimentadas.con dieta esténdar, la activi-

dad hexoquindsica del homogeneizado disminufa en un 20 a 30% después de




un ayuno de 5 dfas, en especial en el sobrenadante, y era 20 a 30% mayor
cuando Ta dieta tenfa un exceso de glucosa (75%), siendo mds precoz el
aumento en la fraccién mitocondrial (Anderson y Tyrrell, 1973; Anderson y
King, 1975). Srivastava y col. (1968) encontraron también una cierta dis-
minucién de la actividad hexoquindsica durante el ayuno y Stifel y col.
(1968) comunicaron una disminucién en el ayuno y un aumento en dieta con
glucosa. Por otra parte, Mayer y col. (1970) no observaron una reduccién

significativa en la actividad hexoquindsica en ratas en ayuno, pero al

perfundir el intestino con solucién glucosada durante 10 minutos encontra-

ron una disminucidén de la actividad en el homogeneizado total y un aumen-
to en el sobrenadante. Se reprodujo el efecto con anilogos de glucosa

(Jones y Mayer, 1973).

Propbsitos de este trabajo.

En virtud de trabajos en realizacidon en este laboratorio (lavagnino y
Ureta, 1978) se tuvo la sospecha que la enzima identificada como glucoqui-
nasa por algunos autores pudiera corresponder a N-acetilglucosamina-quina-

sa. La presente investigacifn se orientd a la identificacidn de las enzi-

mas fosforilantes de qlucosa en el intestino v su distribucidn entre el
sedimento y el 1iquido sobrenadante de una centrifuocacidon a 105.000 g.

Se utilizaron tanto la cromatograffa en DEAE-celulosa y la electroforesis
en acetato de celulosa, como la electroforesis en gel de poliacrilamida,
que no habfa sido usada con este objeto. Una vez semi-purificadas las en-
zimas, se estudiaron algunas propiedades cinéticas y fisicoquimicas con

el objeto de caracterizarlas.




Princdipales resultados |

Se logrd la identificacién de las hexoquinasas A y B, tanto en el so-
brenadante como en el sedimento de mucosa intestinal.

Los valores de las constantes de Michaelis aparentes para glucosa de
las hexoquinasas A y B, asi como su especificidad y peso molecular fueron
semejantes a los de las isoenzimas de otros tejidos.

No se encontrd glucoquinasa, pero se demostré en la fraccién sobrenadan-
te la presencia de N-acetilglucosamina-quinasa, enzima que por ser capaz
de fosforilar glucosa con muy baja afinidad y por tener migracién electro-
forética semejante a la glucoquinasa puede confundirse con &sta. Las pro-
piedades de la N-acetilglucosamina-quinasa fueron semejantes a las descri-
tas para la enzima de otros tejidos.

En partes estos resultados fueron presentados en Reuniones Anuales de
la Sociedad de Biologfa de Chile (Vera y col., 1976) y de la Sociedad de

Bioquimica de Chile (Vera y col., 1977).




2. MATERIALES Y METODOS

Animafes

Se emplearon ratas adultas (machos y hembras) con alimento y
agua ad £ibitum, a Jas cuales en algunos casos se les did a beber solu-

cifn de glucosa desde dos dias antes de su muerte.

Prepanracidn de homogenelzado de mucosa intesZinal

Despuds de decapitar y desangrar cada animal, se abrfa el abdomen, se
extrafa rdpidamente la porcidn de intestino que va desde el pfloro hasta
1a v&lvula ileo~cecal y se sumergfa en una solucidn frfa (en hielo) de
glucosa 100 mM y KC1 150 mM, Una vez terminada la extraccion de los intes-
tinos, 8stos se lavaban acuciosamente con NaCl 150 mi (suero fisioldgico)
hasta eliminar todo el contenido intestinal y luego se mantenfan de nuevo
en Ta solucidn fria de glucosa 100 md y KC1 150 mM, Para obtener la muco-
sa, el intestino se evertfa sobre papel filtro y se procedfa, de acuerdo
al método de Anderson y Zakim {1970}, a raspar suavemente la mucosa con un
porta-objeto (1dmina de vidrio) de bordes esmerilados. Se pesaba 1a muco-
sa y se suspendfa en 4 voldmenes {20% p/v) de amortiguador de fosfato de
potasio 10 mM, pH 7,0 que contenfa etilendiaminatetraacetato (EDTA) 1 mM,
beta-mercaptoetanol (2-ME} 5 mM y glucosa 100 mM. E1 tejido se homogenei-

zaba en un homogeneizador Potter-Elvejhem acondicionado con un &mbolo de




teflén, y luego se centrifugaba a 105.000 g en una ultracentrifuga Spinco
modelo L durante 60 minutos. Los 1iquidos sobrenadantes se extrafan por
aspiracién con jeringa,

Para medir las enzimas de la fraccidn particulada se trataba el se@i-
mento de la centrifugacidon anterior con Tritén X-100 al 0,52 durante 30
minutos y se volvfa a centrifugar a 105.000 g durante 60 minutos, extra-

yéndose el 1iquido sobrenadante.

Medicidn de La aetividad enzimdiica

La determinacidn de la actividad fosfotransferdsica se hacia a través
de a medicidn espectrofotométrica de glucosa-6-fosfato (método A) o de
ADP {método B) formados en la reaccifn, utilizando enzimas auxiliares. A

continuacién se describen brevemente los dos métodos utilizados.

Método A {medicidn de glucosa-é6-fosfato). Se acopla la reaccién de fosfo-
rilacion con la de deshidrogenacién del glucosa-6-fosfato (Slein y col.,
1950) .

Glucosa + Mg ATP ~—————=  Glucosa-6-fosfato + Mg.ADP
Hexoquinasa

Glucosa-6-fosfato + NADP 6-Fosfogluconato + NADPH
Glucosa~6~ fos fato-
deshidnogenasa

2

En este procedimiento se mide la velocidad de reduccidn del NADP, regis-
trando el aumento de absorbancia a 340 mm en un espectrofotémetro Gilford

2400, provisto de un termdstato para mantener la temperatura a 30°.
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El medio de reaccidn contenfa los siguientes componentes en un volumen
final de 0,5 ml: Tris-HC1 80 mM, pH 7,5; MgC]2 12 mM; KC1 100 mM; EDTA 1
mM; NADP 0,5 mM; 0,1 - 0,2 unidades de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa;
ATP 5 m1; glucosa a concentraciones variables y la enzima a medir (Nigmeyer
y col., 1975a). Los diferentes reactivos se agregaban en un orden constan-

te: se colocaban 0,3 ml de una mezcla que contenfa todos los componentes

del ensayo menos la glucosa, el ATP y la enzima; en sequida se aaregaban
en forma sucesiva 50 upl de ATP, 100 ul de la enzima (3 a15mu) y final-
mente 50 pl de alucosa a la concentracién seleccionada, que iniciaba la
reaccidén. E1 sistema se preincubaba a 30° durante 3 min antes de ini-
ciar la reaccidén, y lueqo se media el aumento de absorbancia a 340 nm du-
rante alogunos minutos. Se utilizaba como blanco un sistema en el que se
omitia el ATP, y cuyo valor corresponde a una activicdad glucosa-deshidro-
genasa de la enzima auxiliar; esta no mostrd tener actividad hexoquindsi-
ca contaminante, por 1o que no era necesario hacer sistemdticamente blan-

cos en los que se omitiera la preparacidn enzimidtica problema.

En los estudios cinéticos en que se utilizd fructosa como sustrato de
la hexoquinasa, se empled una modificacién del método descrito. Consistfa
en determinar espectrofotométricamente el glucosa-6-fosfato formado al a-
coplar el sistema de la hexoquinasa con el de glucosa-6-fosfato-isomerasa,

segin la siguiente secuencia de reacciones:

Fructosa + Mg.ATP ———— Fructosa-6-fosfato + Mg.ADP
Hexoquinasa




Fructosa-6-fosfato — Glucosa-6-fosfato
Fructosa-6~fos fato-
Lsomenasa
£]1 sistema de reaccidn tenfa los mismos componentes ya descritos, mas-

una unidad de fructosa-6-fosfato-isomerasa.

Método B (medici6n de ADP). Se acopla la reaccidn de 1a hexoguinasa con
las de Ta piruvato-quinasa y de la lactato-deshidrogenasa (Kornberg y

Pricer, 1951) de acuerdo a las siguientes reacciones:

Hexosa + Mg.ATP ————— Hexosa-6-fosfato + Mg.ADP
Fos fotnans jenasda

4

Piruvato + Mg.ATP

Mg.ADP + Fosfoenol-piruvato
Plvato-quinasa

Piruvato + NADH Lactato + NAD

2
Lactato-deshidrogenasa

En este caso la reaccién de fosforilacion se midid por registro de la
disminucidn de la absorbancia a 340 nm, que corresponde a la desaparicidn

del NADHZ inicial. E1 medio de reaccidn contenfa los siguientes compeonen-

tes, en un volumen final de 0,5 mi: tris-HC1 80 mM, pH 7,5; KC1 100 mM;
NADH2 0,25 mM; MgC12 12 mM; fosfoenolpiruvato 1,2 mM; EDTA 1,6 mM;
1 unidad internacional de piruvato-quinasa y 1 unidad de lactato-deshi-
drogenasa; so1uciones de Ta hexosa y de la enzima. La reaccifén se
iniciaba con la adicidn del sustrato. Como blanco se usaba un sistema
semejante en el que se omitfa Ta hexosa. ET 2% de ADP que aproxi-

madamente contienen las preparaciones comerciales de ATP se convertia en
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ATP al preincubar el sistema por cinco minutos antes de agregar el sustra-
to. Un blanco sin hexosa medfa 1a actividad ATP-8sica de la muestra enzi-
mitica, que es importante sdlo en Tos extractos crudos. Este método se u-
tiliz6 para medir la actividad N-acetilglucosamina~quinasa con cualquier’
sustrato, y también la de las hexoquinasas con diversos sustratos, exclui-
dos glucesa y fructosa.

Una unidad de enzima corresponde a la cantidad de enzima que fosforila
un micromo]l de sustrato en un minuto a 30° en las condiciones estableci-
das. Para el c&lculo se utilizé el coeficiente de extincidn molar de

6

NADPH, y NADH, que es 6,22 x 10 cm2/ mol a 340 nm para cubetas de un cen-

tfmetro de paso de luz,
Petemminacion de protelnas
Se hacfa mediante la medicién de la absorbancia a 280 y 260 nm, segiin
el método de Warburg vy Christian (Dawson y col., 1972).
Detenminacibn de Ba concentracifn de KCE en sofucidn

Para medir las concentraciones de KC1 de las fracciones eluidas de las
columnas cromatogrificas de DEAE-celulosa se utilizé un conductimetro mar-

ca Radiometer, calibrado con soluciones estandares de KCI1.

Céleulo de fos pardmetnos cinéiicos

Los valores de 1a velocidad mixima (V) y de la constante de Michaelis

(Km) aparente se obtuvieron a partir de la 17nea de regresidn que ajusta
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los datos experimentales a la transfermacién lineal de Lineweaver y Burk
{1934) de la ecuacitn de Michaelis-Menten. La 1inea de regresion fue cal-
culada por el método de los cuadrados minimos.

Las curvas de los grdficos correspondiente a la funcidn de Michaelis- )
Menten {velocidad en funcién de la concentracidn del sustrato) en las fi-
guras 9 a 12 corresponden a las calculadas sobre 1a base de los parametros

cinéticos obtenidos.

Cromatografia de Lntercambio Lénico en DEAE-celulosa

La DEAE-celulosa se suspendia en 5 voliimenes de agua destilada y se so-
metia a un procedimiento de decantacidn para extraer partfculas finas de
menor tamafio, de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes. E1 inter-
cambiador ionico se trataba Tuego con &cido y alcali antes de ser equili-
brado con la solucidn amortiguadora que se utilizaba en la cromatografia.
Para realizarlo, se colocaba 1a suspensi6n del intercambiador (100 a 400 ml)
en un embudo Buchner, provisto de papel Whatman # 1, conectado a un siste-
ma de vacfo. Se trataba sucesivamente la DEAE-celulosa con 10 volimenes de
HCT1 0,5 N, 15 volimenes de agua destilada, 10 volimenes de NaOH 0,5 N ¥y
nuevamente 15 voldmenes de agua. Luego se transferfa a un vaso de precipi-
tado, donde se lavaba con 5 vollimenes de amortiquador de fosfato de pota-
sio 10 mM, pH 7,0. Los intercambiadores que habian sido utilizados en cro-
matografia se dejaban en una solucion de NaCl 1 M durante una hora antes
de someterlos al proceso de regeneracion.

La cromatografia en DEAE-celulosa se usé con fines preparativos en la

purificacidon de las gquinasas y con fines analiticos en 1a determinacidn del
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nimero de isoenzimas y proporciones relativas de é&stas. En ambos casos el
método empleado era bédsicamente el mismo, variando sélo la cantidad de mu-
cosa intestinal procesada, el tamafo de las columnas y los volimenes de
1iquidos empleados.

En l1a purificacién, el 1fquido sobrenadante de la centrifugacion del
homogeneizado a 105.000 g (Sl) se colocaba en una columna de DEAE-celulo-
sa, habitualmente de 1 cm de didmetro por 18 cm de altura (14 ml de cama),
previamente equilibrada con solucién amortiguadora de fosfato 10 mM, pH 7,0;
EDTA 1 mM y 2-ME 5 mM. La cantidad de muestra empleada era variable de a-
cuerdo al material disponible, normalmente alrededor de 10 g de mucosa.
Una vez colocada la solucién que contenfa la enzima, se Tlavaba la columna
con 1a misma solucién amortiguadora (200 m1) con el objeto de arrastrar
las protefnas no retenibles. Las enzimas se elufan con KC1 en un gradiente
lineal de concentracién de 0 a 0,5 M, preparado en la solucién amortiqua-
dora (volumen total 240 m1). Se recolectaban 2,1 ml por tubo. Se median 1la
actividad hexoquindsica con glucosa 0,5 mM y 100 mM (ocasionalmente 400 mM)
con el método A y la N-acetilglucosamina-quindsica con el método B.

En las ocasiones en que se procesé una mayor cantidad de mucosa, se usé
una columna de 28 m1 de cama y volumen de 1iquido eluyente de 480 ml. Con
fines analiticos se usé la mucosa intestinal de s61o una o dos ratas, em-
pledndose en este caso una columna de 0,5 x 10 cm (2 ml) 6 de 0,7 x 10,5 cm

( 4 ml) con voldmenes de elucién de 34 ml y 68 ml respectivamente.

Cromatografla en Sephadex

Para preparar los geles de Sephadex, se dejaban hidratar como mfnimo 2
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dfas en agua destilada, segin lo recomiendan los fabricantes (Pharmacia
Fine Chemical, 1968). Se lavaban con 5 volimenes de agua destilada y luego
se equilibraban en solucién amortiguadora de fosfato de potasio 10 mM,
pH 7,0. De esta manera el gel quedaba listo para ser utilizado en la co-
lumna de filtracidn.

La cromatografia en Sephadex se usd con fines preparativos en la puri-

ficacién de las quinasas y con fines analfticos en la determinacidn de pe-

sos moleculares. E1 método usado con ambos fines era esencialmente el mismo,

variando solo el tamafio de las columnas segin el caso. Las columnas se e-

quilibraban y filtraban en cémara fria (aproximadamente 4°).

Uso en purificacién de quinasas. Cuando se efectuaba la filtracidn en gel

con fines preparativos, el precipitado de sulfato de amonio correspondien-
te a las hexoquinasas A o B de la cromatograffa de intercambio idnico se

suspendfa en 1 a 2 ml de una solucién amortiguadora de fosfato 10 mM,

pH 7,0, que contenfa: KC1 100 mM; EDTA 1 mM; 2-ME 5 mM; glucosa a 10 6

100 mM, y sacarosa 20% (p/v). La suspensidén se colocaba con una jeringa
en una columna de Sephadex G-200 de 2 x 48 cm previamente equilibrada con

solucidn amortiouadora de fosfato 10 mM, pH 7,0 que contenfa KC1 100 mM,

FOTA 1 mM y 2-ME 5 mM. La elucién de la enzima se hacfa con esta misma

solucidn, colectando fracciones de 1 ml, con flujo de salida de 0,3 ml/min.

En el eluido se medfa la actividad enzimitica y la absorbancia a 280 nm.

Se seleccionaban y juntaban las fracciones con mayor actividad enzimdtica.
Para la filtracién de N-acetilglucosamina-quinasa con fines preparati-

vos, se utilizaba una columna de Sephadex G-100 de 3 x 64 cm . La solu-

cién de equilibrio y elucién era la misma usada para las hexoquinasas. Se
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colectaban fracciones de 2 ml.

Uso en detenminacibn de pesos mofeculares. La determinacidn de pesos mo-
leculares aparentes para las hexoquinasas y la N-acetilglucosamina-quina-
sa, se hizo por medio de filtracion en columna de geles, segiin el método

de Andrews (1964). Este consiste en comparar los voldmenes de elucién de

las enzimas con los de otras proteinas de peso molecular conocido, que sir-

ven como referencia.

Para la cromatografia se aprovecharon las mismas columnas utilizadas
con fines preparativos, aunque no es lo mas recomendado. Las soluciones
de equilibrio y de elucidon también eran las mismas, pero el flujo se dis-
minufa a 6,5 ml/h.

La concentracidn de las protefnas de referencia (seroalbimina de bdvi-
do, ovoalblmina, a1c0ho?-deshidrogeﬁasa de levadura o de caballo y cito-
cromo c¢) era de 4 mg/0,5 ml. Se sembraban las columnas en forma desfasada
con 1 ml de cada una de las soluciones de las enzimas problemas y de las
proteinas marcadoras, las cuales siempre contenfan 14C -leucina.

Para determinar el volumen de exclusidn (VO) se usaba azuldextrano
2000 y para determinar el volumen total accesible al solvente (Vi) se usa-
ba 14 -teucina (50.000 cpm). E1 volumen de elucién (Ve) correspondiente
a la concentraci6n mdxima de soluto se estimaba a partir de un diagrama
de elucién, extrapolando ambos lados del pico de soluto a un punto de con-
fluencia. Para la estimacidén de los pesos moleculares se hizo un grifico
del coeficiente de distribucién Ky = (V, - Vo) 7 (Vs - Vo) contra el pe-

so molecular de las proteinas marcadas usadas.

La elucidn de seroalbimina de bévido y ovoalbimina se detectaba por me-
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dicién de la absorbancia a 280 nm en un espectrofotfmetro Gilford 2000;

el citocromo ¢ por su absorbancia a 414 nm y el azul-dextrano a 640 nm;
la deshidrogenasa alcohdlica se determinaba en una mezcla de reaccidn que
contenfa (concentraciones finales): amortiquador de fosfato de potasio

10 wM, pH 7,0; EDTA 1 mi; 2-ME 5 mM; etanol 220 mM y NAD 0,5 mM. La 14c -
leucina se media en un contador de centellec Nuclear Chicago con una mez-
cla estdndar de tolueno mis Tritén X- 100. La actividad hexoquindsica se

determinaba por el método A.

Crhomatografla de afinidad

Para la purificacicn de la isoenzima B se utilizf, a continuacidn de la
cromatografia en Sephadex, una cromatograffa de afinidad en sefarosa que
1leva qlucosamina unida por medio de un espaciador de dcido 6-amino-hexa-
noico. E1 ael de sefarosa-glucosamina (Sepharose-f-aminohexanoil-2-deso-
xiglucopiranosa) se preparaba mediante la reaccidn de acoplamiento entre
CH-Sepharose-4B (que tiene el espaciador 6-amino-hexanoico) y la alucosa-
mina, en presencia de hidrocloruro de l-etil-3-(3-dimetilalilaminopropil)-
carbodiimida (EDC) (Pharmacia Fine Chemicals, 1974).

La reaccién permite la formacién de una unidén amida entre el grupo ami-
no de la glucosamina y el arupo carboxilo del &cido 6-aminohexanoico, que-

dando un derivado ureico de la carbodiimida.

carbodiimida
-NH(CH2)5 COOH —7——— -NH(CHz)SCONH-—g]UCOSG

CH-Sephanose-48 alucosa-NHo ey gonhanose-4B-GLucosamina
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La CH-sepharose-4B se obtiene al estado de polvo seco. Para obtener 20 ml
de gel se suspendian 5 g de la sefarosa en 100 ml de NaCl 0,5 M, con el
prop6sito de hidratar. La suspensién se lavaba en un embudo Buchner con
1000 m1 de NaCl 0,5 M con el objeto de eliminar lactosa y dextranos que
acompafian la sefarosa, y luego con 1000 ml de agua destilada para retirar
el exceso de sal. Después de eliminar el agua de lavado, se hacian reac-
cionar los 20 ml de cel con una solucién acuosa de glucosamina 0,1 My
carbodiimida (EDC) 0,1 M en un volumen final de 60 ml. Para otras canti-
dades de polvo seco de la sefarosa se usan las soluciones en cantidades
que quardan la misma proporcién. Se mantenfa el pH entre 4,5y 6,0 por
medio de HC1 o NaOH diluidos. Se dejaba a la temperatura de 25° con agi-
tacifén suave. Para cumplir este propésito se utilizaba un agitador rotato-
rio colocado en estufa a la temperatura requerida. Después de 24 h de in-
cubacién se controlaba el pH y se lavaba con 200 m1 de una solucién amor-
ticuadora de acetato de Na 50 mM, pH 3,5 y NAC1 1 M. A continuacion se la-
vaba con 200 ml de amortigquador de Tris-HCl1 0,1 M, pH 8,2 y lueqo con bas-
tante acua destilada y solucidén de Tris-HC1 50 mM, pH 2,0, E1 cel se man-
tenia en esta solucidn y solamente antes de la cromatograffa se equilibra-
ba con l1a solucién empleada en la cromatoqrafia.

La hexoquinasa B es retenida en sefarosa-glucosamina bajo condiciones
que fueron analizadas en estudios preliminares con respecto a la fuerza
iénica de las soluciones de equilibrio, lavado y elucidn, asT como a la
concentracifn de glucosa en la solucién eluyente. Estos estudios y otros
de este laboratorio (Le6n, 1977; Leén y col., 1977; Monasterio y col.,

1977) permitieron normalizar el procedimiento utilizado que se detallard
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en Resulitados.

Precaucdiones en el trabajo cromatogrd{ico

Las suspensiones ce DEAE-celulosa, Sephadex y sefarnsa-glucosamina se
cuardaban a 4° en la solucién amortiquadora de equilibrio en presencia de
azida de sodio al 0,02% para evitar la contaminacion microbiana, hasta el

romento de su uso.

Precipitacién con sulfate de amonio

Esta precipitacidn se utilizaba con el fin de concentrar las enziras
después de la cromatooraffa en DEAE-celulosa., Las fracciones con mayor ac-
tividad de cada une de las enzimas (hexoquinasas o N-acetilalucosamina-
quinasa) provenientes de las columnas de DEAE-celulosa, se juntaban y se
les acrecaba olucosa hasta una concentracidn final de 10 mM para estabi-
lizar las enzimas. Probablemente la adicidn de alucose ne era necesaria
en el caso de la tl-acetilolucosamina-quinasa, que es en ceneral bastante
estable, La concentracién de sulfato de amonio era 65% de saturacifn. Los
precipitados se quardaban a 4° en el refricerador. Este tratamiento re-
sultaba {til, pues, ademds de concentrar las enzimas, las mantenfa bastan-

te estables por alcunas semanas.
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ELectnofonesis en geles de poliacrifamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida, se realizaba de acuerdo
al método de Grossman y Potter (1974). Se utilizaban tubos de vidrio Pyrex
de 6 x 70 mm como soporte de los geles. La preparacifn de los geles se

hacfa a partir de las soluciones que se describen a continuacitn.

Soluclones uiifizadué

A) 48 ml de HC1 1 N; 5,98 ¢ de Tris; 0,46 ml de N, N, N', N'-tetrametile-
tilendiamina (TEMED) y agua destilada c.s.p. 100 mi. Debe dar pH 6,7.

B) 10 g de acrilamida; 2,5 g de metilenbisacrilamida (Bis) y agua desti-
lada ¢.s.p. 100 ml.

C) 1 mg de riboflavina y agua destilada c.s.p. 25 ml,

B) glucosa 3 M.

E) 48 ml de HC1 1 N; 6,85 g de Tris; 0,46 ml de TEMED y agua destilada
¢,s,p. 100 m! . Debe dar pH 7,5.

F) 28 g de Acrilamida; 0,5 g de Bis y agua destilada c.s.p. 100 ml.

G) glucosa 0,2 M.

Las soluciones A, B, E y F son estables por lo menos 3 semanas cuando son
mantenidas a 4° en la obscuridad. las soluciones C, D y G deber ser pre-

paradas en el momento de usar,

Prepanacién de Los gelfes. Para el gel separador se mezclaban las soducio-
nes en la proporcidn de 1 parte de E£; con Z partes de F,.1 parte de C y

4 partes de G. 1,8 ml de esta mezcla se agregaban a cada tubo. Se dejahan
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los tubos polimerizando en presencia de luz ultravioleta durante 30 min
o de luz natural por tiempo mis largo (aproximadamente 2 h). En seguida
se agregaban 0,3 ml del gel espaciador, que se habia preparado como sique;
1 parte de A; 2 partes de B; 1 parte de C y 4 partes de D. Se dejaban To;
tubos polimerizando durante 30 min. Se guardaban tapados en el refrigera-

dor.

Procedimiento. Para la colocacidn de 1a muestra se mezclaban 0,2 ml de 1a
soluci6n que contenia 50 a 250 pg de proteina, con 5 ul de solucidn
indicadora dé azul de bromofenol(0,01%) y 50 ul de glucosa 3 M y se co-
locaban sobre el gel. La solucidn de los electrodes era un amortiguador
de barbital pH 7,8, de la siguiente composicidn: &cido barbitdrico 30 mM:
EDTA (sal potdsica) 4 mi; M9304 5 mM; glucosa 50 nM; DTT 5 oM 6 2-ME 5 niM.
E1 pH se llevaba a 7,8 agregando Tris en sustancia. La corriente aplicada
en cada gel era de 3 mA, durante 3,5 h a 4°. En este tiempo el colorante
de referencia {azul de bromofenol) migraba hasta aproximadamente el 90%
del largo del gel. Una vez terminada la electroforesis se retiraban los

geles de los tubos,y:se sometfan a la tincién de la actividad enzimStica.

Tineldn de actividad enzimdtica. Para detectar 1a posicidn de las enzimas
fosforilantes de glucosa en los geles de poliacrilamida por tincién pro-
ducida por la actividad enzimitica, se utilizd una modificacidn de la téc-
nica de Katzen y col. (196%). La tincidn se hacTa por inmersidn del gel

en una solucitn semejante a la usada en el ensayo de actividad (método A},
a la cual ée.adicionaban fenazina-metasulfato y azul de nitrotetrazolio.

A1 mt de solucidn que contenia Tris-HC1 200 mM, pH 7,5; MgCly 30 mM;
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KC1 250 mM, v EDTA 2,5 w4 se agregaban: 0,25 mi de NADP 5 mM; 0,25 ml de
solucién de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa { 2 U/m1); 0,25 ml de ATP

50 mM; 0,25 m] de alucosa 5 nM (glucosa baja) 6 1 M (glucosa alta); 0,25 ml
de fenazina-metosulfato 0,4 mg/ml y 0,25 ml de azul de nitrotetrazolio '
4 ma/ml. Como blanco se usaba el gel en contacte con una mezcia de reac-

cién semejante, de la cual se omitia el ATP.

Electrofonesis en membrana de acefato de celulosa.

La electroforesis en membrana de acetato de celulosa se realizd de a-
cuerdo al método de Sato y col. {1969). Se utilizaban membranas de aceta-
to de celulosa de 5,7 x 14 cm, las que previamente eran sumergidas en So-
Tucidn amortiquadora de electroforesis durante 30 min como minimo, de
acuerdo a las instrucciones de Tos fabricantes {Chemetron).

Las muestras de 1 a 2 pl de la preparacién de enzima, se colocaban con
el aplicador a 3 c¢m de uno de los bordes de la membrana de acetato de ce-
lulosa. Las preparaciones enzimiticas fueron de 2 tipos: a] Sobrenadantes
y fracciones particuladas de homogeneizados al 50% y b)fracciones semi-
purificadas provenientes de columnas de Sephadex, concentradas por ultra-
filtracién en un aparato Amicon (membrana P.M. 10},

La electroforesis se llevaba a cabo a 4° durante 3,5 h { 210 min) a
un voltaje fijo de 200 voltios totales {13 a 16 mA), usando un amortigua-
dor de barbital pH 8,6. E1 amortiguador de barbital utilizado contenia los
siquientes componentes: barbital sddico 50 mM; glucosa 10 mM; 2-ME 2 mM y

EDTA 5 mM. Se 1levaba a pH 8,6 con HCI,
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Después de realizada la electroforesis se sacaban las membranas, se
colocaban sobre una placa de vidrio y se procedia a la tincifn de la ac-

tividad enzimitica.

Tincién de La actividad enzimdtica. Para la tincidn de la actividad enzi-
mitica se utilizé la mezcla de tincién utilizada por Sato y col. (1969)
con pequefias variaciones en las concentraciones finales de algunos de los
componentes: Tris-HC1 100 mM, pH 7,4; glucosa 200 mM (6 0,5 6 400 mM);
ATP 5 niM; MgC12 5 m1; clucosa-6-fosfato-deshidrogenasa 20 mU/ml (Sato
y colaboradores utilizaron 400 mU/ml); NADP 1 nM; KCN 2 mM; fenazina-meto-
sul fato 12 pg/ml (Sato y colaboradores utilizaron 25 pg/ml); azul de ni-
trotetrazolio 0,38 mg/ml y agar al 1%.

Se necesitaban 7 ml de la mezcla de tincidn para cubrir las membranas.

La tincidn se 1levaba a cabo por 120 min a 37° y en la obscuridad.




3. PESULTADOS

Actividad de extrnactos crudes de mucosa intestinal

En el homoaeneizado total de mucosa intestinal, tratado con Tritén

X-100 al 0,1%, la actividad glucosa-fosfotransferdsica puede estimarse en
4 U//a de tejido. La actividad se encuentra repartida aproximadamente en
partes iguales en la fraccién soluble del homogeneizado y en el sedimento

resultante de la centrifugacién a 105.000 g.

Sepanacibn ecromatogrdfica de Las hexoquinasas

Por cromatograffa en columna de DEAE-celulosa, con KC1 en una gradien-
te de concentracidn de 0 a 0,5 M, se separaron claramente solo dos frac-
ciones enzimdticas con actividad fosforilante de glucosa. Esto se observd

tanto en el 1iquido sobrenadante como en el sedimento del homogeneizado y

midiendo la actividad con glucosa 0,5 y con qlucosa 100 mM (Fia.1). Esas dos
fracciones elufan con KC1 55 mM, la primera, y con KCL 115 mM, la segunda
(Fic. 1). Por sus movilidades cromatogrdficas y sus propiedades cinéticas,
cue se analizardn mis adelante, corresponderian a las isoenzimas A y B res-
pectivamente (Conzélez y col., 1964, 1967; Ureta, 1965). Nunca se encontrd
isoenzima C, o sea, la inhibida por exceso de glucosa (Gonzdlez y col.,
1964). Tampoco se encontr§ isoenzima D (alucoquinasa), que deberia haber

eluido alrededor de una concentracién de KCI de 250 mM, por analogfa con

24
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Figura 1. Cromatografla en DEAE-celufosa de ATP: glucosafosfotransfenrasas
def <intestine delgado de rata. E1 raspado de mucosa de intestino delaado
proveniente de cinco ratas bien alimentadas, se homogeneizf y se centri-
fugd a 105.000 g durante 60 minutos, como se describe en Materiales y mé-
Todos. Pengdl supenion, fraccibn sobrenadante, Penfil inferion, fraccién
particulada tratada con tritén X-100 al 0,5%. Tamafio de la columna, 1 x
14 cm. Volumen del eluyente, 240 ml. Volumen de cada fraccién, 2,1 ml.

La actividad enzimdtica se midié con el método A con glucosa 100 mM.
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la glucoquinasa de higado. En algunas cromatografias, la rama de la dere-
cha del pico de la hexoquinasa B presentaba una cola o deformacidn {ver
mis adelante).

En 15 preparaciones se encontré que la isoenzima A constituia aproxi-'
madamente el 19 + 14% de la actividad hexoquindsica total de 1a fraccidn
soluble, mientras la isoenzima B correspondia al 79 + 14% restante. Habfia
bastante variacién de un animal a otro, y de una preparacidn a otra cuando
provenian de grupos de animales. Sin embargo, en dos preparaciones desti-
nadas a verificar esta proporcidn, y que fueron obtenidas de un solo ani-
mal cada una, los porcentajes de hexoquinasas A y B para el primer animal
fueron 14,5% y 85,5% respectivamente y para el seqgunde animal fueron 9,6%

y 90% respectivamente.

Separacidn cromatogndfica de N-acetifglucosamina-quinasa

La N-acetilglucosamina-quinasa de intestino de rata elufa como un pico
separado de la hexoquinasa B (II), a mayor concentracion de KC1 (250 mM),
como se ilustra en la figura 2. Ocasionalmente se presentaba una Superpo-
sicifn parcial de ambas actividades. La figura 3 muestra el perfil croma-
togrdfico de las hexogquinasas A y B y de la N-acetilglucosamina-quinasa
de Ta fraccién no particulada y del sedimento del homogeneizado de mucosa
jntestinal de rata. En la fraccidn soluble (Fig. 3A) se determinG la acti-
vidad fosforilante de glucosa a tres concentraciones, 0,5, 100, y 400 mM,
Puede observarse que de acuerdo a 1o esperado de los valores de las Kny
respectivas (ver mds adelante) Ta isoenzima A di6 un cuociente de fosfori-

Tacidén de 1 al medir su actividad con glucosa 0,5 y 100 nM, mientras la
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Figura 2. Sepanacifn cromatogrdfica en DEAE-cefufosa de fas hexoquinasas
Ay B y de La N-acetilglucosamina-quinasa. Se us6 la fraccibn sobrenadan-
te del centrifugado a 105,000 g de 1a mucosa de intestino de dos ratas.

Las condiciones del experimento fueron iquales a las sefaladas en la le-
yenda de la figura 1. La N-acetilglucosamina-quinasa (NK) se midid con
N-acetilglucosamina 2 mM a través de la formacién de ADP (método B). Las
hexoquinasas se midieron con glucosa 100 mM mediante el método A.
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Fioura 3. Sepatracién cromatoghdfica en DEAE-celulosa de Las hexoquinasas
Ay B y de La N-acetilglucodamina-quinasa. La mucosa de intestino pro-
veniente de una rata se homogeneizd y centrifuad como se describe en Ma-
tendiafes y métodos, A, fraccibn sobrenadante; B, fraccién particulada. Las
condiciones del experimento fueron similares a las sefialadas en la leyen-
da de la figura 1. Tamafio de la columna, 0,6 x 6 cm. Volumen del eluyen-
te, 104 ml. Volumen de cada fraccién, 0,9 ml. La actividad de la N-acetil-
olucosamina-quinasa ( < ) se midié con N-acetilalucosamina 2 mM mediante
el método B y 1a actividad fosforilante de glucosa de las hexoquinasas y
de 7a N-acetilaglucosamina-quinasa con el método A a diversas concentracio-
nes de glucosa: e, 0,5 mM; O, 100 mM; @, 400 mM,
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isoenzima B mostrd una actividad mayor con glucosa 100 y 400 mM. Al ser
medida por su actividad fosforilante de glucosa, la N-acetilglucosamina-
quinasa aparecfa claramente como una deformacién u hombro de la hexoqui-
nasa B cuando se utilizaba una concentracicn alta de clucosa (400 mM).
Esto se explica por la capacidad de la N-acetilglucosamina-quinasa de fos-
forilar glucosa con una Km muy alta (ver mds adelante). En el sedimento
tritonizado no se encontrf N-acetilglucosamina-quinasa (Fig. 3B) y se es-
tima que los pequefos indicios corresponden a contaminacién con la frac-

cifn soluble.

Punigicacibn de fas enzimas fosfornilantes de glucosa

E1 esquema de purificacion fué bésicamente el mismo para las hexoquina-
sas Ay B y para la N-acetilglucosamina-quinasa. Consistfa en una cromato-
qgraffa en DEAE-celulosa, seguido de precipitaciﬁﬁ con sulfato de amonio
al 65% de saturacién y de cromatograffa en Sephadex, utilizando los pro-
cedimientos descritos en detalle en Materiales y métodos. Las fracciones
provenientes de DEAE-celulosa que contenfan cada una de las enzimas en
forma aislada, se precipitaban con sulfato de amonio al 65% de saturacién
con el objeto de concentrarlas antes de las filtraciones en gel.

Las figuras 4 y 5 ilustran fi]traciones tipicas en Sephadex G-200 de
las hexoquinasas A y B, respectivamente. La actividad especifica de la he-
xoquinasa A después de Sephadex fue alrededor de cinco veces mayor que la
actividad de la enzima de DEAE-celulosa en cuatro preparaciones diferen-
tes y el rendimiento promedio en esta etapa fue de 42%. E1 grado de puri-

ficacifn de la hexoquinasa B por filtracicn en Sephadex fue muy variable
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Figura 4. Cromatogragfa en Sephadex G-200 de La hexoquinasa A, El preci-
pitado de suifato de amonic, correspondiente a las fracciones de hexoqui-
nasa A de 1a cromatograffa de DEAE-celulosa, se filtr6 por Sephadex G-200,
segiin se indica en Materlales y métodos. Se utilizd una columna de 2 x 48 cm.
Se colectaron fracciones de 1 ml, con un flujo de salida de 0,3 ml por
minuto. La actividad fosforilante de gqlucosa se midid con glucosa 100 mM
(mEztodo A).
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Fiaura 5. Cromatografla en Sephadex G-200 de fa hexoquinasa B, El preci-
pitado de sulfato de amonio, correspondiente a las fracciones cde hexo-
quinasa [ de la cromatooraffa de DEAE-celulosa, se filtrd en Sephadex
i-200 seaiin se describe en Mateniales y métodos. Se utilizé la misma co-
Tumna de la figura 4 y en iquales condiciones.
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y el promedio de aumento de la actividad especffica en 9 preparaciones
fue s6To dos veces mayor que el de la etapa anterior. E1 rendimiento era
alrededor de un 25%. La M-acetilglucosamina-quinasa era filtrada en Sephadex
G-100 (Fig. 6), obteniéndose una purificacién de alrededor de tres veces
en relacion a la enzima de DEAE-celulosa y el rendimiento era habitual-
mente cerca del 35%, La hexoquinasa B se sometfa a una etapa adicional de
purificacidn en cromatografia de afinidad con sefarosa-glucosamina (Fig. 7),
que producfa una purificacidn de cinco veces aproximadamente, con un ren-
dimiento entre el 50 y 60%. La columna de sefarosa-glucosamina de 1 x 4 cm
se equilibraba con un amortiquador de Tris 25 mM, pH 8,0, que contenfa:
EDTA 1 mM; 2-ME 5 mM y KC1 15 mM, La muestra de enzima proveniente de la
columna de Sephadex se dilufa 6,6 veces con un amortiguador semejante al
de equilibrio, pero exeﬁto de KC1. Una vez colocada la muestra en la co-
lumna se lavaba con 5 voldmenes de una solucifn semejante a la de equili-
brio, pero con KC1 20 mM. En esta fase se observaba eliminacidn de la ma-
yor parte de las protefnas y la retencitn del 95% de la actividad hexoqui-
ndsica. Al agregar glucosa a 1a solucidn de lavado en una concentracidn
de 100 -mM sé producfa la elucidn del 73% de 1a actividad hexoquindsica.
Al continuar el lavado de Ta columna con la solucibn sin glucosa, pero con
KC1 50 mM, se eluia una gran cantidad de las protefnas y un 16% de acti-
vidad hexoquindsica que habta quedado retenida. Si se aumentaba la con-
centracidn de KC1 a 100 mM, practicamente ya no se eliminaban protefnas
ni hexoquinasa. Las fracciones colectadas eran de 0,5 ml.

Las tablas I, II y III ilustran Tos procesos tfpicos de purificacidn

de las hexoquinasas Ay B y de Ta N-acetilglucosamina-quinasa respectiva-
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Figura 6. Cromatoghragla en Sephadex G-100 de fa N-acetifglucosamina-guina-
sa. El precipitado de sulfato de amonio, correspondiente a las fraccio-
nes de N-acetilolucosamina-quinasa de la cromatografia de DEPE-celulosa,

se filtré como se describe en Materlales y métodos, en una columna de

Sephadex G-100 de 3 x 64 cm; se colectaron fracciones de 2 ml. La activi-
cdad fosforilante de N-acetilglucosamina se determind mediante el método B.




34

gluc 100
1I<c1 20 KCL20  KCl 50 KCI100 KCIS00 K'CI 2M
7 1 * Y
L 160 |- - 2.4
= ?
2 120 i s
- . ‘l —
c )
g E
ke I I =
R ;
i~ | T v
S P ~408 &
R S 2
g P fl @
= b ) oo
3 : "
< gL vk L1 il 0
0 20 40 60 80

Volumen de eluyente, ml

Figura 7. Cromatoghaffa de afinidad en Sefarcsa-glucosamina de La hexoqui-
neda B. La muestra de hexoquinasa B (0,76 U) provenfa de una cromatogra-
Tia en Sephadex G-200. Tamaho de la columna, 1 x 4 cm. Volumen de las frac-
ciones, 0,5 ml. La actividad fosforilante de gluccsa se midié con glucosa
100 mM. Las flechas sefialan los cambios introducidos en las soluciones de
elucidn {ver texto) en cuanto a concentraciones de KC1 y de glucosa (glc).
En las fracciones seleccionadas de esta cromatografia se recuperd el 56,5%

de la actividad,




35

Tabla I

PR s i : . - . a@
Purificacién de 1a hexoquinasa A de mucosa de intestino dé rata

Etapa Volumen Actividad Protefnas Actividad Purifi- Rendi-
total totales especifica cacién miento
mi U mg U/mg veces %
Sobrena~ 70 2,02° 637 0,003 1 100
dante 5,
DEAE-ce- 21 0,61 6,82 0,089 29,7 30
Tulosa .
Sephadex 7 0,25 0,62 0,406 135 12,4
G-200

a Se usd Ta mucosa intestinal (7,5 @) proveniente de 5 ratas. La acti-
vidad fosforilante total del Sy fue 17 unidades.

b La cantidad de hexoquinasa A en el Sq se estimg sobre la base de la
proporcidn de la hexoguinasa £ en la cromatografia de DEAE-celulosa,
que fue 11,8% de la actividad fosforilante total. Para el cdlculo se
desprecié la contribucitn de Ta N-acetilglucosamina-quinasa a la
fosforilacidn de la glucosa.
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Tabla I1I

s ps + - : . . - a
Purificacion de la hexoguinasa B de mucosa de intestino de rata

Etapa Volumen Actividad Proteinas Actividad Purifi- Rendi-
total totales especifica cacifn miento
mi U mg U/mg veces %
Sobrena- 185 60,6” 2.557 0,024 1 100
dante 5y
DEAE -ce- 45 9,16 34,5 0,266 11,1 15
Tulosa
Sephadex 18 0,76 1,2 0,633 26,4 1,3
G-200
Sefarnsa- 19 0,43 0,13 3,3 138 0,71
glucosamina

a Se usd la mucosa intestinal (24,9 g) proveniente de 9 ratas. La acti-
vidad fosforilante total del S, fue 76,7 unidades. ‘

b La cantidad de hexoquinasa B en el S, se estimd sobre la base de ia
proporcién de la hexoguinasa B en la cromatografia en DEAE-celulosa,
que fue 79,5% de la actividad fosforilante total. Para el cdlculo se
desprecid 1a contribucidn de la N-acetilglucosamina-quinasa a la fos-
forilacion de 1a glucosa.
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Tabla I11

Purificacién de la N-acetilolucosamina-quinasa de mucosa de intestino

de rata®
Etapa Volumen Actividad Protefnas Actividad Purifi- Rendi-
total totales especifica cacifn miento
ml ) ma U/maq veces %
Sobrena-b 110 - 4,030 - - -
dante S
1
DEAE-ce~ 128 b 39 0,131 1 100
Tulosa
Sephadex 34 133 3445 0,386 3 26
(-100

a Se usd la mucosa intestinal (69,9 g) proveniente de 24 ratas.
b No es posible estimar la actividad enzimitica en el S; debido a que
se obtienen blancos muy altos.
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mente,

Estabilidad de fLas hexequinasas A y B

Parecid conveniente hacer una exploracién sobre la estabilidad de las
hexoquinasas en las condiciones habituales de almacenamiento de los elui-
dos de la cromatograffa de intercambio i6nico. Para hacer estas medicio-
nes se mezclaron las fracciones con mayor actividad de cada isoenzima pro-
venientes de una columna de DEAE-celulosa. Las soluciones enzimiticas, con-
teniendo qlucosa 10 mM como posible agente protector, se mantuvieron en
hielo y en el refrigerador y desde alli se tomaban muestras perifdicamente.
Como 1o indica la figura 8, la iscenzima B es mds inestable que la A. En
efecto a los tres dias pierde el 46% de su actividad, mientras que la iso-

enzima A solo pierde un 20%. Estos datos coinciden en general con los en-

contrados en isoenzima A de cerebro e iscenzima B de misculo por Grossbard

y Schimke (1966).

Constantes de Michaelis para glucosa de fas {socenzimas A y B

Los valores de Km aparentes fueron obtenides a partir del grafico de
dobles reciprocos de Lineweaver y Burk (1934}, como se indica en Matenia-
Les y métodos.

La K, aparente para glucosa de 1a isoenzima A, purificada 50 veces en
DEAE-celulosa, fue 0,025 mM (Fig. 9) y la K_ aparente para glucosa de 1a
isoenzima B; purificada 20 veces, proveniente de DEAE-celulosa, fue 0,074 mM

(Fig. 10). Estos valores son semejantes a los encontrados por diversos au-
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Figura 8, Estabilidad de fas hexoquinasas A y B, Las enzimas provenfan
de una cromatografia en DEAE-celulosa y contenfan glucosa 10 mM, Eran man-
tenidas en hielo y en el refrigerador y se retiraban muestras a los tiem-
pos indicados para medir la actividad (m&todo A, con glucosa 100 md).
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Figura 9. Funcdibn de satunaciin con glucosa de La hexoquinasa A. Para
este experimento, se mezclaron las fracciones con mayor actividad prove-
nientes de una columna de DEAE-celulosa. En el grdfico del recuadro se o-
mitieron los valores correspondientes a las concentraciones de qlucosa su-
periores a tres veces Kg. E1 valor de la K aparente fue 0,025 mM.
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Fioura 10. Funcién de saturacifn con glucosa de fa hexoquinasa B. Para
el experimento, se mezclaron las fracciones con mayor actividad provenien-
tes de una columna de DEAE-celulosa. E1 valor de la K, aparente fue 0,074 mM.
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tores en tejidos diferentes (ver Discuscién)(Tabla IV).

Constantes de Michaelis de La N-acetilglucosamina-quinasa

Se determinaron las K, aparentes de la N-acetilglucosamina-quinasa para
N-acetilolucosamina y para ATP. Se usé una enzima al estado de purifica-
cifn de Sephadex (2,7 li/ma de proteina), lLa Km aparente para N-acetilgluco-
samina fue 0,021 mM (Fig. 11). Este valor es comparable al encontrado por
otros investigadores en diversos tejidos de vertebrados ( Tabla IV). La K
aparente para ATP (Fig. 12) dié un valoer de 0,38 mM, que es semejante a la
K para otras quinasas.

Dado que la N-acetilglucosamina-quinasa puede fosforilar glucosa, pare-
ci6 conveniente determinar el valor de K, para este sustrato. Este dato
era importante, ya que en los trabajos donde se habfa descrito la presen-
cia de glucoguinasa en mucosa intestinal, el criterio para esta afirmacién
era la razbn de fosforilaciin de glucosa a 0,5 y 100 mM. Si la N-acetil-
aolucosamina-quinasa presentara una Km alta para qlucosa (mayor o iqual que
10 m¥) podrfa imitar la conducta de la glucoquinasa y ser confundida con
ella.

Al estudiar la funcidn de saturacién de la N-acetilglucosamina-quinasa,
se obtuvo una cinética atfpica que, en general, muestra una aparente coo-
peratividad negativa, expresada por una 1fnea curva de concavidad inferior
en el grafico de Lineweaver-Burk (Levitzki y Koshland, 1969) (Fig. 13a).
Debido a esta circunstancia no es posible determinar un valor de Km para
alucosa a partir del ardfico de dobles reciprocos. Se puede decir s que

la concentracidn de glucosa de semisaturacifn es mayor que 100 mM y asf
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Tabla IV

Valores de K aparentes de hexoguinasas y de N-acetilglucosamina-quinasa

s de diferentes tejidos

Tejido y especie Hexoquinasa A  Hexoquinasa B N-acetilglucosamina-
quinasa

Ky (mi) K, (m) K (mM)
Intestino de rata gzgggg -g:gzga 0,021%
Higado de rata 0,044¢,d 0,13¢,d 0,06"

0,025¢
Cerebro de rata 0,030¢

0,0458
RifGn de rata 0,0492 0,019"

0,041
Misculo de rata 0.024¢ 0,20¢
0,238

Msculo de cuy 0,1039
Midsculo de paloma 0,939
Mucosa gastrica 0,11*
humana
Bazo bovino 0,0Gh

Cgte trabajo. PSrivastava y col., 1968. “Gonzdlez y col., 1964, deonz51ez
y col., 1967, eKatzen y Schimke, 1965, fGrossbard y Schimke, 1966. 9Guixé,

1978. "Davagnino, 1979. “Gindziedski y col., 1974, JATlen y Walker, 1980b.
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Figura 11. Funcién de saturacibén con N-acetilglucosamina de N-acetilgluco-
samina-quinasa. Se utilizé una enzima proveniente de Sephadex G-100, E1l
valor de 1a Ky aparente fue 0,021 mM.
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Figura 12. Funclbn de saturacibn con ATP de La N-acetilglucosamina-quinasa.
Se utiliz8 la misma enzima de la figura 11. La Kn aparente fue 0,38 mM,
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Fiqura 13. Funcién de saturacibn con glucosa de La N-acetilglucosamina-

quinasa.

Para este experimento se utilizd una enzima proveniente de

Sephadex G-100. A, sin el dibujo de la 1fnea que pudiera ajustarse a los
experimentales. B, con el dibujo de las 1fneas que se pueden ajus-
tres sub-conjuntos de datos considerados come independientes.
concentraciones de glucosa 4 a 16 mM; KE, 1,02 mM,

me»

datos
tar a
e,
@
O,

concentraciones de glucosa 20 a 67 mM;

20,9 mM,

concentraciones de glucosa 160 a 400 mM; K, 282 mM,
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se explican los resultados de la figura 3. Cabe destacar, sin embarqo,

que si no se toma un nidmero adecuado de puntos y se hace el estudio en un
rango relativamente estrecho de concentraciones de glucosa, podria pasar
inadvertido el fenémeno de aparente ccoperatividad negativa. En la fiqu-

ra 13B se eliaieron tres subconjuntos de datos experimentales y se tra-
zaron las rectas en un qrdfico de dobles reciprocos, por el método de los
cuadrados minimos. Suponiendo que cada una de esas rectas representara di-
ferentes funciones de saturacién independientes se calcularon y dibujaron
las curvas en el agrdfico directo de v en funcifn de S. Dependiendo del con-
junto de puntos experimentales que se tomen, se obtienen distintos valores
de K, para glucosa. Asf, por ejemplo, si se estudia entre 4 y 16 mM de alu-
cosa, se podrfa asianar a la K, un valor alrededor de 1 mM; en cambio si

se toman puntos entre 20 y 67 mM de glucosa, seria alrededor de 20 mM, y

si el estudio se hace entre concentraciones de glucosa de 100 y 400 mM la

Km tendrfa un valor alrededor de 280 mM.

Especdficidad de sustrato de hexoquinasas y de N-acetilglucosamina-quinasa

Los estudios se realizaron con preparaciones de enzimas provenientes de
la etapa de Sephadex G-200 (para hexoquinasas A y B) y de Sephadex G-100
(para N-acetilglucosamina-quinasa). La especificidad fue estimada por la
actividad relativa, con respecto a la glucosa, del azlcar problema usado
como sustrato a las concentraciones sefialadas en la Tabla V (10 6 100 mM).

La actividad de las hexoquinasas A y B es indetectable al utilizar N-
acetilglucosamina, alucosamina, xilosa, arabinosa o galactosa como sustra-

to (Tabla V), tal como sucede en otros tejidos (ver Discusién). La acti-
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Especificidad de las hexoquinasas A y B y de la N-acetilglucosamina-

quinasa de mucosa de intestino de rata®

Sustrato Hexoquinasa A Hexoquinasa B  N-acetilglucosamina-
quinasa

10 mM 100 m 10 mi4 100 mi
D{+)glucosa 1,00. 1,00 0,03 0,04
N-acetil-D-glu- b b 1,00 1,00
cosamina
D(+)manosa 0,88 1,17 0,02 0.07
D(-)fructosa 1,19 1,82¢ 0,02 0,03
2-desoxiglucosa 1,02 2,53 0,03 0,11
{+)xilosa b 0,07 b b
L(+)arabinosa b b b b
D(+)oalactosa b b b b
D{+)glucosamina b b - 0,04

a E1 ADP formado se midi6 en un sistema acoplado con piruvato-quinasa y
deshidrogenasa lactica, usando concentraciones fijas de los sustratos
(10 6 100 mM). Para las hexoquinasas se tomé de referencia la activi-
dad con glucosa y para la N-acetilglucosamina-quinasa la actividad con
N-acetilglucosamina.

b Menor o iqual que 0,01

¢ Se midié el fructosa-6-fosfato formado, mediante un sistema acoplado
con glucosa-6-fosfato-isomerasa y glucosa-6-fosfato~-deshidrogenasa.
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vidad relativa con manosa, fructosa y 2-desoxiclucosa es similar o leve-
mente diferente a la encontrada por diversos autores en otros tejidos para
hexoquinasa A y hexoquinasa B como analizaremos en Discusdidn.

Los resultados de especificidad de sustrato para N-acetilgiuéosamina-
quinasa muestran que el cuociente de actividades con glucosa y con N-ace-
tilglucosamina como sustratos es de 0,03 a 0,04 seain la concentracién de
alucosa utilizada (Tabla V). Este valor es inferior al obtenido en bazo de
vaca, que fue 0,19 (Davaanino y Ureta, 1978). La actividad de fosforila-
cién de manosa, fructosa y 2-desoxiglucosa es también pequefia y depende de
las concentraciones de sustrato utilizadas. Con xilosa, arabinosa y calac-
tosa no se detecta actividad de fosforilacidén, pero con alucosamina el va-

lor es semejante al de clucosa (Tabla V).

Pesco melecular de hexoquinasas y de N-acetilglucosamina-quinasa

La determinacidén de los pesos mcleculares se hizo con preparaciones de
la etapa de purificacién de DEAC-celulosa, como se describié en Materiales
y métodos .

La medicidon de la activicdad enzimdatica en el eluido reveld un pico dni-
co y simétrico para ambas hexoquirasas. Si se hace un grdfico de los valo-
res de K4 en funcion del logaritmo del peso rolecular de las proteinas mar-
cadoras (Fin.14A), se obtiene un valor promedic de 98.300 + 1.187 para am-
bas hexoquinasas en conjunto. La variacidon estimada se hizo sobre la base
de dos mediciones de isoenzima A y cuatro mediciones de isoenzima B.

La determinacidon del peso molecular de la N-acetilglucosamina-quinasa

indic6é un valer promedio de 56.000 (Fia.14B). Los valores para dos prepa-
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Citocromo ¢
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Yy Citocromo ¢
07+ b
)
= Ovoolbdmina
0.5 Seroalbumina B
Ovoalbldmina
Hexoquinasas AyB GlcNAc-quinasa
Seroal bumina
03 Alcohol -deshidrogenasa :Alcohol—deshidrogenoso
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1 2 5 10 1 2 5 10
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Fioura 14, Determinacibn def peso molecular de Zas hexoquinasas A y B y
de fLa N-acetilfglucosamina-quinasa. Gréfico de K, en funcién del logarit-
mo del peso molecular de protefnas de peso molecﬂlar conocido. A, Para
las hexoquinasas se utilizd una columna de Sephadex G- 200 (2 x 48 cm)
Tamafio de la muestra, 1 ml y de las fracciones, 1 ml. 53 ml;

115,5 ml, B, Para la N-acetilglucosamina-quinasa se ut1?126 una co*unna
de Sephadex G-100 (3 x 63 cm). Tamafio de la muestra, 2 ml. Tamafio de las
fracciones, 2 ml. Vg, 152 ml; Vi, 444 ml, Kg = (V. - V)/ Vi - Vgl
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raciones diferentes fueron 50.000 y 62.000, La medicién en el eluido de
Sephadex G-100 dié un pico (nico y simétrico como se ilustra en la figu-

ra 6.

CLectrofonesis en geles de poldlacnilamida

La migracién electroforética en geles de poliacrilamida al 7% de la
N-acetilqlucosamina-quinasa se hizo con preparaciones purificadas hasta la
etapa de Sephadex G-100. Las cantidades de enzimas utilizadas fluctuaron
entre 150 y 200 p1 (2 a 6 mU de enzima).

La figura 1%a@ ilustra la electroforesis de glucoquinasa, de N-acetil-
glucosamina-quinasa y de una mezcla de ambas. Después de tefiir la activi-
dad enzimdtica, utilizando clucosa 100 mM como sustrato, se observaba una
sola banda de actividad a una altura semejante en los tres casos. Sin
embargo, el R, de 1a N-acetilglucosamina-quinasa era 0,485 y el de la glu-
coquinasa 0,528. Con la mezcla de las dos enzimas, se obtenfa una banda
de actividad mds ancha y que migraba con un R, de 0,50. La especifici-
dad de la reaccifn fosforilante de glucosa en los geles fue asegurada por
la ausencia de bandas en los aeles controles, donde se omitfa el ATP de

la mezcla de reaccibn.

Estos geles sefialan la facilidad con que pueden confundirse la N-ace-

tilolucosamina-quinasa y la qlucoquinasa al ser analizadas por electrofo-
resis. Asf, la electroforesis de la fraccion 5 (sobrenadante 105,000 g)

de mucosa intestinal, revelada por actividad enzimdtica con glucosa 100 mM,
daba tres bandas de actividad que correspondfan a las isocenzimas A (con
mencr migracién), B (banda central) y N-acetilglucosamina-quinasa (mayor

migracion). Esta d1tima banda podrfa sefalarse como glucoquinasa, pero su
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Figura 15. Electroforesis en geles de poliaerilamida de S; de mucosa Ln-
testinal y de glucoquinasa y N-acetilglucosamina-quinasa purigicadas. La
electroforesis se realizé en geles de poliacrilamida al 7%, seglin se in-
dica en Materiales y métodos. Para 1a tincidn de la actividad enzimitica,
los qgeles se incubaron en presencia de glucosa 100 mM. a) Patrdn electro-
forético de N-acetilglucosamina~quinasa (NK) de intestino de rata y de
glucoguinasa (GK) de higado de rata. La HK provenfa de la etapa de Sephadex
G-100 y la GK de la cromatograffa de afinidad en sefarosa-glucosamina.

b) Patrén electroforético de un sobrenadante a 105,000 g (S1) de mucosa
de intestino de rata y de N-acetilglucosamina-quinasa (NK). Los valores
de movilidad relativa (R;) fueron: MK, 0,485; GK, 0,528;
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identificacién como N-acetilglucosamina-quinasa se hizo debido a que migra
con el mismo Ry que el control de N-acetilglucosamina-quinasa purificada

(Fia. 15b). La electroforesis de un extracto tritonizado del sedimento de
105.000 g reveld solo la presencia de las hexoquinasas Ay B, Qin rastros

de N-acetilalucesamina-quinasa (no se muestra).

Efectrofonesds en membranas de acetato de celufosa

Como ya se comenté, al utilizar electroforesis en acetato de celulosa,
Anderson y Tyrrell (1973) y Anderson y Kina (1975) postularon que en la
fraccién sobrenadante de la mucosa yeyunal se encontraban los cuatro ti-
pos de isoenzimas (A, B, C y D) descritos para higado, ya que la isoenzi-
ma de K alta serfa qlucoquinasa.

Realizamos 1a electroforesis en membrana de acetato de celulosa de N-a-
cetilaglucesamina-quinasa semipurificada de mucosa intestinal, clucoquina-
sa semipurificada de higado y de un extracto crudo (51)’ como se utiliza-
ron en los qeles de poliacrilamida. Las cantidades de enzimas aplicadas a
las placas de electroforesis no fueron mayores que 2 pl. Para la tincidn
de 1a actividad fosforilante de alucosa se utilizaba una concentracidn de
alucosa de 200 M, con el objeto de visualizar mejor la banda de activi-
dad correspondiente a N-acetilalucosamina-quinasa.

En el sobrenadante (Sl) se presentaban tres bandas de actividad, que
por su mioracién relativa correspondfan a hegoquinasa A (miara menos), he-
xoquinasa B (banda mds ancha intermedia) y N-acetilglucosamina-quinasa
(que miara mds) (Fic. 16a). Esta Gltima migraba a la misma distancia que

la N-acetilglucosamina-quinasa purificada. Al emplear concentraciones ba-




Fiqura 16, Efectrofonesis en membranas
de acetato de celulosa de Sy de mucosa
intestinal y de glucoquinasa y N-acetil-
alucosamina-quinasa purificadas. Se si-
quid el procedimiento descrito en Mate-
niales y métodos. E1 sobrenadante de
105,000 g (S3) de mucosa de intestino se
obtenfa de una rata; la N-acetilalucosa-
mina-quinasa (NK) de intestino de rata
provenfa de la etapa de Sephadex G-100
y la qlucoquinasa de hfcado de rata (GK)
de una cromatoaraffa de afinidad en se-
farosa-glucosamina., Cantidad de muestra,
2 pl. Para la tincion de la actividad
enzimdtica, las membranas se incubaron
en presencia de alucosa 200 mM, salvo
la marcada con asterisco en la cual se
usé olucosa 0,5 mM,
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jas de aglucosa (0,5 mM) para la tincién de la actividad no se observaba

la tercera banda de actividad, de mayor micracidn, asi como desaparecia

la (nica banda de actividad de la N-acetileolucosamina-quinasa purificada
(Fig. 1¢b). Se hicieron controles de Sy sin IP en presencia de glucosa
200 m1, y no aparecié ninguna banda de actividad (Fig. 16b). En otro ex-
perimento (Fia. 16¢) se observé que la tercera banda del sobrenadante co-
incide también con la N-acetilqlucosamina-quinasa y miara mds que la mues-
tra de qlucoquinasa.

Fn un cuarto experimento (Fig. 16d) se comparé la conducta electroforé-
tica del S de intestino con la de N-acetilglucosamina-quinasa, glucoqui-
nasa y una mezcla de Sy de intestino con alucoquinasa de hfgado. En el so-
brenadante se observan las tres bandas tfpicas de las hexoquinasas A y B
y de la N-acetilglucesamina-quinasa, coincidiendo con la banda control de
N-acetilglucosamina-quinasa. En la mezcla de sobrenadante de mucosa intes-
tinal y de alucoquinasa de hfgado, se observan cuatro bandas de actividad,
de las cuales la que aparece entre la hexoquinasa B y la N-acetilglucosa-
mina-quinasa corresponderia a la glucoquinasa, pues migra a la misma al-

tura que 1a banda (nica de actividad de la glucoquinasa control.




4, DISCUSION

Tdentificacibn de Las enzimas {osfornilantes de glucosda y su distrnibucibn
subcelulan

Se ha comunicado que alrededor del 90% de la actividad glicolitica del
homogeneizado de l1a mucosa .intestinal de rata, cuy y otras especies, se
encuentra en la fraccidn soluble (Srivastava y Hilbscher, 1966). Sin embar-
go, entre el 50 y el 60% de la hexoquinasa total del homogeneizado de 1la
mucosa de intestino de rata aparece asociado a estructuras subcelulares
(Long, 1953; Srivastava y col., 1968; Weiser y col., 1971; May y Mc Carthy,
1976), especialmente mitocondrias (Srivastava y col,, 1968; May y
Mc Carthy, 1976). Los resultados de este trabajo confirman que aproximada-
mente un 50% de actividad fosforilante de clucosa se encuentra en la frac-

ci6n soluble y el resto en el sedimento.

La demostracidon de la existencia de las isoenzimas A y B por cromato-
araffa en DEAE-celulosa en la fraccion soluble confirman los hallazgos de
Katzen y Schimke (1965), Srivastava y col. (1968) y Weiser y col. (1971).
La isoenzima B se encuentra en cantidad tres a cuatro veces superior a la
hexoquinasa A, pero ia proporcidén de ambas isoenzimas, tiene una alta dis-
nersidén. Asf, en la fraccidn soluble de 15 preparaciones, la iscenzima A
se encuentra en un 19 + 14% (promedio + desviacién tfpica de las observa-
ciones). Se explica asf que Srivastava v col. (1968) hayan encontrado so-

1o un 5,8% de A, mientras que ‘Yeiser y col. (1971 un 40%, valores que

56
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estin dentro de la dispersifn encontrada por nosotros. En este trabajo

se muestra por primera vez que en el sedimento también se encuentran las
jsoenzimas A y B, mas o menos en la misma proporcién que en la fraccidn
soluble y también con mucha variacién en la proporcidén de una ﬁreparacién
a otra. Podrfa ser de interés determinar los factores responsables de es-
tas variaciones, entre los cuales puede encontrarse la estabilidad de la
hexoquinasa B que, como se mostrd, es menor que la de la iscenzima A, El
uso de protectores adecuados y la normalizacién del tiempo de preparacion
del extracto pudieran ser importantes.

No hemos detectado la presencia de isoenzima C, ni ain en preparacio-
nes de tipo analftico, en que se cromatograffa en DEAE-celulosa el ex-
tracto de mucosa proveniente de un solo animal; tampoco se visualizd una
actividad que pudiera interpretarse como correspondiente a la hexoquinasa C
en las electroforesis en geles de poliacrilamida y de acetato de celulosa,
en discordancia con lo comunicado por Anderson y colaboradores (1973,
1975) y también, pero con cautela, anteriormente por Katzen y Schimke

(1965).

Como la qlucoquinasa es inducible en el hfgado de rata y otros mamffe-
ros (revisifn en Niemeyer y col., 1975b), y Stifel y col. (1968) postula-
ron un aumento de una posible glucoquinasa intestinal con dieta rica en
alucosa, las ratas fueron alimentadas con una solucién glucosada desde
dos dfas antes de su muerte, con lo que se pretendfa hacer mds detectable
la qlucoquinasa putativa,

No hemos encontrado, sin embargo, glucoquinasa o isoenzima D, aunque

se ha buscado sistematicamente midiendo la actividad fosforilante con con-
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centraciones altas (100 mM) y bajas (0,5 mM) de glucosa en todas las pre-
paraciones enzimdticas. Los picos de actividad enzimdtica de las columnas
de DEAE-celulosa en la fraccifn soluble y en el sedimento son simétricos.
Hace excepcidn ocasional el pico de actividad correspondiente alla isoen-
zima B en el sobrenadante; éste presenta a veces una asimetrfa, consisten-
te en un hombro o deformacidn, que se vislumbra con glucosa 100 mM y que
se hace mds pronunciado al aumentar la concentracidn de alucosa a 200 o
400 mM (Fig. 3). Este hombro coincide con la presencia de N-acetilgluco-
samina-quinasa, enzima con actividad secundaria fosforilante de glucosa,
que solo se encuentra en la fraccidn soluble. Como ya se dijo, las peque-
fias trazas que aparecen en el sedimento se debe muy probablemente a con-

taminacidn con la fraccidn soluble.

K, y especificidad de Las hexoquinasas A y B y de N-acetilglucosamina-

quinasa

La Km para alucosa de la hexoquinasa A fué 0,025 mi,valor que es simi-
lar al comunicado por Srivastava y col, (1968) (0,056 nM) y a los encon-
trados en hfgado, rifén, cerebro y misculo (Tabla IV). La Km para gluco-
sa de la hexoquinasa B fue 0,074 mM, también similar o aloo menor al ob-
tenido por Srivastava y col. (1968) (0,14 mH) y a los valores dados para
misculo e hfcado (Tabla IV). Tanto la hexoquinasa A como la hexoquinasa B
fos forilan bastante bien otros aziicares, como manosa, fructosa y 2-desoxi-
qlucosa. La actividad relativa de fosforilacidn de la hexoquinasa A pare-
ce similar para estas tres azlcares. La hexoquinasa B, en cambio, fosfo-

rila mejor fructosa y 2-desoxiglucosa que glucosa a las concentraciones
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de sustratos empleadas. Las Km para manosa son generalmente muy similares
a las K para glucosa, solo ligeramente mds elevadas, por 1o que puede
estimarse que las concentraciones de sustratos utilizadas con ambas iso-
enzimas son saturantes y 1os valores de actividad reflejan Ta velocidad
maxima. Aunque la K& de las isoenzimas A y B para 2-desoxiglucosa es dos

a cuatro veces mayor que para glucosa (Grossbard y Schimke, 1966), también
las concentraciones usadas serfan saturantes y por lo tanto validos los
resultados comparativos de actividad, Sin embargo la K para fructosa de
ambas iscenzimas es alrededor de 3 mM (Gonzdlez y col., 1964; Katzen y
Schimke, 1965; Grossbard y Schimke, 1966), lo que hace que la concentra-
cifn de 10 mM empleada para analizar las actividades relativas de la hexo-
quinasa A no sea saturante y por lo tanto se estd subestimando 1a veloci-
dad midxima con fructosa. No ocurre 1o mismo en el caso de la hexoquinasa

B, que se ensayd con aziicares a una concentracion de 100 nit,

Fs interesante mencionar, éon propdsitos comparativos, que también la
glucoquinasa de hfgado fosforila manosa, 2-desoxiglucosa y fructosa. Cuan-
do se estudia la velocidad mixima de estos sustratos por el método de
Gulbinsky y Cleland (1968) se obtienen los siguientes valores relativos
con respecto 2 la actividad de glucosa: manosa 0,77 y 2-desoxiglucosa 0,73
(Monasterio, 1980) y fructosa 2,6 (Cirdenas, 1981)., Al iqual que las hexo-
quinasas, la glucoquinasa no fosforila galactosa, glucosamina ni las pen-
tosas (Salas y col., 1965; Gonzdlez y col,, 1967).

La K de Ta N-acetilglucosamina-quinasa para N-acetilglucosamina fue
0,021 mM, similar o algo inferior que Tos valores obtenidos en mucosa

géstrica, bazo bovino y rifién e hfgado de rata (Tabla IV). Como la Ky
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para N-acetilglucosamina es muy baja, es muy importante asegurarse que
las curvas de progreso sean lideales a bajas concentraciones del sust;a-
to; es decir, que se mantengan las condiciones de velocidad inicial. Para
que esto sea posib1g es necesario trabajar con una cantidad de enzima su-
ficientemente pequefia y 1a mdxima sensibilidad que dé el instr&mento (al-
ta velocidad, mixima amplificaci6n de 1a escala), E1 haber tomado estas
precauciones permitié obtener una funcidn de Lineweaver-Burk lineal.

Al no tomarlas . podrfa obtenerse una curva de concavidad superior, se-
mejando un fenfmeno de cooperatividad positiva. Tal vez esta sea la ex-
plicacién de los resultados comunicados recientemente por Allen & ﬁﬁﬁggfo
(-1980b), que muestran una cierta concavidad superior en un gréfico de
Hanes-Hool f y les hacen concluir que T1a funcifn de saturacidn presenta una
cooperatividad positiva.

Como vimos en Resuftados, 1a Ky para glucosa no puede determinarse Eon
precisién, debido a Ta funci6n irregular de la velocidad con respecto a
la concentracidén del sustrato. En efecto la funcién de saturacidn aparece
como discontinua y al utilizar el gréfico de dobles recfprocos de
Lineweaver y Burk se obtienen al menos tres rectas y segln el rango de
concentraci6n de sustrato que se utilice se pueden obtener valores para
Kp de 1, 21 6 280 mM. Resultados semejantes han obtenide Davagnino y
Ureta (Davagnino y Ureta, 1978; Davagnino, 1979; Davagnino y Ureta, 1980)
en bazo bovino, placenta humana y rifion de rata con enzimas semipurifi-
cadas. Podrfa pensarse que esta cinftica tenga su origen en que la enzi-

ma estd solo parcialmente purificada y Tos resultados corresponderfan a

varias enzimas coexistentes; sin embargo, persisten estas caracteristicas
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en enzima pura preparada de bazo de vaca (Davagnino, 1979).

En contraste con la experiencia del laboratorio, recientes trabajos
indican uvna conducta hiperbdlica con qlucosa de la N-acetilglucosamina-
quinasa semipurificada, tanto de higado y rifidn (Allen y Walker, 1980b),
como de mucosa intestinal (Allen y col., 1980). Las concentraciones em-
pleadas son en general altas (hasta 800 m1) y es posible que se hayan en-
mascarado los resultados obtenidos a concentraciones relativarente bajas
(menos que 100 miM). Los valores de Km dados por el arupo de ilalker son del
orden de 200, 400 y €00 m para intestinc, rifidn e higado, respectiva-
mente, es decir,en los rangos altos obtenidos en el laboratorio.

Respecto a la fosforilacién de otros azidcares por la N-acetilolucosa-
mina-quinasa (Tabla V), parece que la fosforilacién de manosa, fructosa,
2-desoxialucosa y clucosamina es semejante, cuando se estudia a concen-
traciones iauales de los sustratos, claramente subsaturantes, en varios
tejidos (Davagnino y Ureta, 1980; Allen y VWalker, 1980a}, lo se han hecho
estudios cinéticos detallados con estos sustratos alternativos como para

dar sionificacidn a las pequefias variaciones comunicadas en los diferen-

tes trabajos. Si bien Oguchi y col. (1975) comunicaron que la fosforila-
cin de glucosamina corresponde con la fraccidn donde eluye la glucoqui-
nasa de una columa de DEAE-celulosa, en este laboratorio hemos encontra-
do, por una parte, que la glucoquinasa pura no fosforila glucosamina
(Vera y Cérdenas, no publicado) y, por otra, que en hepatocitos aislados
la fosforilacién de glucosamina coincide con la fraccidn de N-acetilglu-
cosamina-quinasa y no con la de glucosamina (Peyes y Cdrdenas, comunica-

ci6n personal). Parece claro que, al igual que las hexoquinasas y la alu-
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coquinasa, la N-acetilglucosamina-quinasa no es capaz de fosforilar a ve-

locidades medibles ni galactosa ni las pentosas ensayadas (Tabla V).

Peso moleculan

E1 peso molecular de las hexoquinasas A y B en preparaciones semi-pu-
rificadas fue de 98.300, medido por filtracidn en Sephadex. Mo se conocen
valores para las enzimas de mucosa de intestino, pero los resultados ob-

tenidos son similares a los encontrados en otros tejidos (Grossbard y

Schimke, 1966; Pilkis y col., 1968; Chou y Wilson, 1972; Wilson, 1972;
Holroyde y Trayer, 1976). Para N-acetilglucosamina-quinasa el peso mole-
cular fue 56.000, menor que el comunicado para la enzima de mucosa ods-
trica (77.000, Gindzienski y col., 1974) y para la enzima de hfgado de
rata (80.000, Allen y Walker, 1980a). Allen y Walker (1980a) encontraron
que la N-acetilclucosamina-quinasa de hfcado aparecfa como un pico asimé-
trico en la filtracién en geles (Bio-cel P-100 y Sephadex G-100), que co-
rresponderia a un peso molecular promedio de 80,000, Sugieren que corres-
ponde a un dimero, pues en electroforesis de poliacrilamida con SDS apa-
rece una banda correspondiente a un peso de 39,000 y otra de 90,000
(Allen y Walker, 1980a). No hacen referencia en nincuno de sus trabajos

al peso molecular de la N-acetilqlucosamina-quinasa de mucosa intestinal.
Tdentificacibn de La actividad fosforilante de glucosa de alta Ky con fa
N-acetilglucosamina-quinasa

En la fraccidn no particulada de homogeneizado de mucosa intestinal

de rata, se icdentific6 la presencia de solo las iscenzimas Ay B y de la
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N-acetilglucosamina-quinasa al utilizar electroforesis en geles de polia-
crilamida y en membrana de acetato de celulosa. En el sedimento solo se
identificaron dos bandas de actividad enzimdtica, correspondientes a las
isoenzimas A y B, Estos resultades coinciden con los perfiles obtenidos
en columnas cromatoérﬁficas de DEAE-celulosa. De acuerdo con la intensi-
dad de tincifn de la actividad enzimdtica en electroforesis en membranas
de acetato de celulosa, hay mayor cantidad de isoenzima B que de A, como
en 1a cromatografia de intercambio idnico. Sin embargo, en los geles de
poliacrilamida se observa que la banda de actividad correspondiente a la
isoenzima B se tifie con menor intensidad que 1a isoenzima A, lo que puede
explicarse por la mayor inestabilidad de 1a isoenzima B. Aunque el método
tendria esta desventaja, por ser mas lento en el proceso de tincidn de
actividad en las condiciones utilizadas, tiene por otro lado T1a ventaja
de admitir mayor cantidad de muestra que la membrana de acetato de celu-
losa y por lo mismo ser mds sensible para la deteccidn de enzimas esta-
bles que se encuentran en pequefia proporcion.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Katzen y Schimke
{1965) quienes, por electroforesis en gel de almiddn, identificaron solo
dos bandas de actividad hexoquindsica en 1a fraccidn sobrenadante
(36.000 x g) de mucosa de intestino, las que corresponden aparentemente
a las isoenzimas A y B de hfgado. También son concordantes con los resul-
tados de Weiser y col, {1971 ), quienes identificaron 1a presencia de iso-
enzimas Ay B y de N-acetilglucosamina-quinasa mediante columnas de DEAE-
celulosa. En cambio, Anderson y Tyrrell (1973) y Anderson y King (1975),

utilizando electroforesis en membrana de acetato de celulosa del sobrena-
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dante 105.000 g de la mucosa yeyunal del intestino de rata, concluyen que
gsta tiene cuatro isoenzimas (A, B, Cy D). La isoenzima D o glucoquinasa
tendrfa una movilidad electroforética y un requerimiento de alta concen-
tracién de glucosa (100 mM) para su deteccién, como en el hfga&o. Como
hemos mostrado, nuestros resultados obtenidos en geles de acetado de ce-
lulosa, en los cuales se comparan directamente glucoquinasa (de hfgado)

y N-acetilglucosamina-quinasa (de intestino), indican que 1a movilidad

es bastante diferente, aunque ambas deban reconocerse mediante su acti-
vidad fosforilante de clucosa a elevada concentracidn. btn estas condicio-
nes se comprueba que la enzima fosforilante de clucosa de Km alta de un
sobrenadante corresponde claramente con la N-acetilaglucosamina puri-
ficada y no con la qlucoquinasa. Con otros métodos de separacidn, la
N-acetilglucosamina-quinasa puede confundirse con cierta facilidad con

la alucoquinasa, en diversas condiciones experimentales. Asf sucede en

la cromatograffa en DEAE-celulosa, donde tienen una movilidad semejante,
1egando a confundirse en determinadas mocalicdades de operacidn. Tarbién
en la electroforesis de poliacrilamida, donde migran con semejantes, pero
diferenciables, R, /Fdemds, el peso molecular en filtracidn en Sephadex
es muy semejante. Por lo tanto, podemos concluir que para identificar la
enzima como qlucoquinasa no basta el criterio empleado por Anderson y
Tyrrell (1972) y Anderson y King (1975), cual es la alta K, con glucosa
de la enzima. E1 criterio inmunolfqgico parece mds riquroso para diferen-
ciar alucoquinasa de M-acetilalucosamina-quinasa y ha sido empleado por
Navagnino y !reta (1980) y por Allen y col. (1980) en diversos tejidos

de diferentes orfoenes.
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En el hiocado se encuentra N-acetilglucosamina-quinasa y en una croma-
toaraffa en DEAE-celulosa se eluye algo retrasada con respecto a la glu-
coquinasa (Cardenas, 1981). Como la migracién electroforética de ambas
enziras puede ser muy similar en algunas condiciones experimenfa?es y
anbas enzimas requieren una concentracién alta de aqlucosa para ser reve-
ladas se explica que por electroforesis en ogeles de la fraccidn sobrena-
dante 105.000 g de hfgado, alaunos autores han postulado la presencia de
mis de una alucoquinasa en el hfoado de rata (Pilkis y Hansen, 1968;
Allen y Walker, 1976) o en hepatoma (Shatton y col., 1969) por la apari-
cidn de bandas con actividad fosforilante de glucosa a concentracidn
100 mM en electroforesis en geles. Recientes trabajos de Allen y col.
(1980), aparecidos durante la redaccidn de esta tesis, ya han identifica-
do una de estas glucoquinasas putativas, la GK,, como N-acetilglucosami-
na-quinasa.

Para terminar, diremos que para postular la presencia.de glucoquinasa
en un tejido que no sea el hepdtico, parece necesario demostrarse que la
glucoquinasa putativa no es N-acetilolucosamina-quinasa, conclusifn a que
también han 1legado recientemente Davagnino y Ureta (1980) y Allen y col.
(19820).




66

5. REFERENCIAS

AMlen, M.B., Brockelbank, J.L. y Walker, D.G. (1980). Apparent gluco-
kinase activity in nbn-hepatic tissues due to N-acetyl-D-clucosamine

kinase. Blochim. Blophys. Acta 614, 357-366.

Allen, M,B. y Halker, D.G. (1976). Multiple forms of hepatic glucokinase.

Biochem. Soc. Thans, 4, 36.

Allen, M.B. y Walker, D.G. (1980a). The isolation and preliminary
characterization of N-acetyl-D-clucosarine kinase from rat kidney and

liver. Biochem. J. 185, 565-575,

Allen, M.B, y Walker, D.G. (1980b). Kinetic characterization of H-acetyl-

D-glucosamine kinase from rat liver and kidney. Biochem. J. 185, 577-582.

Anderson, J.M. y Kina, P, (1975). Subcellular distribution of hexokinase
activity in rat jejunal mucosa: response to diabetes and dietary changes,

BLoechem, Med. 12, 1-11.

Pnderson, J.W. y Tyrrell, J.B. (1973). Hexokinase activity of rat
intestinal mucosa:demonstration of four isozymes and of changes in sub-
cellular distribution with fasting and refeeding. Gastroenterofoay 65,

60-76.




67

Anderson, J.Y. y Zakim, D. (1970). The influence of alloxan-diabetes and
eating on glycolytic and gluconeogenic enzyme activities of rat intestinal

mucosa and liver. Biochim. Blophys. Acta 201, 236-241,

Andrews, P. (1964), Estimation of the molecular weichts of proteins by

Sephadex gel-filtration. Biochem. J. 91, 222-233.

Ashcroft, S.J.H. ¥y Randle, P.J. ( 1970). Enzymes of glucose metabolism

in normal mouse pancreatic islets. BLochem. J. 119, 5- 15,

Bachelard, H.S. (1967). Glucose-phosphorylating enzyme with high Ky in

human brain. Nature - 215, 959-960.

Cirdenas, M.L. (1981). Requlacién de la actividad de la glucoquinasa.

Tesis de Doctorado. Facultad de Clenelas, Univermsidad de Chife.

Cirdenas, M.L., Rabajille, E. y Niemeyer, H. (1978). Maintenance of the
monomeric structure of glucokinase under reacting conditions. Axch.

Biochem. Biophys. 190, 142-148,

Chemetron. Cellogel: Electrophoresis and immunotechniques. Mclano. Itafia.

Chou, A.C. y Wilson, J.E. (1972). Purification and properties of rat

brain hexokinase. Axch. Blochem. Biophys. 151, 48-55.

Colowick, S.P. (1973). The hexokinases. En The enzymes, 2nd Ed. vol. IX,

Part B. (Boyer, P. ed.) Academic Press,




68

Davagnino, J. (1979). Glucoquinasas miltiples y extrahepticas: su iden-
tificacion como N-acetilglucosamina-quinasa, Tesis de Licenciatura. Fa-

cultad de CLlencdias, Univensidad de Chile.

Pavagnino, J. y Ureta, T. (1978). Glucoquinasas m@ltiples y extrahepiti-
cas: su identificacidon como N-acetilglucosamina-quinasa. II Reunién Anual

Soc. Bioqufm. Chile, Santiago. Axch. Biof. Med. Exp. 11; 12,

Davagnino, J. y Ureta, T. (1980). The identification of extrahepatic

alucokinase as N-acetylglucosamine kinase. J. Biof. Chem. 255, 2633-2636.

Dawson, R.M., Elliott, D.C., Elliot, W.H. y Jones, K.M, (1972). Data fox

B{ochemical Research. Oxford University Press, p. 625,

Gerber, G, K.G., Schultze, M. y Rapoport, S.M. (1970). Ocurrence and
function of a high K= hexokinase in immature red blood cells. Eur, I.

Blochem, 17, 445- 449,

Gindzienski, A., Glowacka, D. y Zwierz, K. (1974). Purification and
properties of N-acetylalucosamine kinase from human aqastric mucosa, Fux.

J. Biochem. 43, 155-1€0,

Gonzdlez, C., Ureta, T., Babul, J., Rabajille, E. y Niemeyer, H. (1967).
Characterization of isoenzymes of adenosine triphosphate: D-hexose

G-phosphotransferase from rat liver. Biochemistny 6, 460-468,

|
I




69

Gonzdlez, C., Ureta, T., Sdnchez, R. y Niemeyer, H. (1964). Multiple
molecular forms of ATP: hexose 6-phosphotransferase from rat liver.

Biochem. Blophys. Res. Commun. 16, 347-352,

Grossbard, L. y Schimke, R.T. (1966). Multiple hexokinases of rat tissues.
Purification and comparison of soluble forms. J. Biof. Chem. 241, 3546~

3560,

Grossbard, L., Weksler, M, y Schimke, R.T. (1966). Electrophoretic
properties and tissue distribution of multiple forms of hexokinase in

various mammalian species. Biochem, BLophys. Res. Commun. 24, 32-38.

Grossman, S.H., Dorn, C.G. y Potter, V.R, (1°74). The preparation and
characterization of pure rat liver alucokinase. J. BioL. Chem. 249, 3055-

3060.

Grossman, S.H, y Potter, V.PR. (1974). Identification of rat hepatic
alucokinase after polyacrylamide disc electrophoresis, Anal. Blochemis thy

59, 54-62,

Guixé, V. (1978). Hexoquinasas de msculo. Aspectos comparativos y locali-
zacién celular, Tesis de Licenciatura. Facultad de Clencias, Univensddad

de Chile,

Gulbinsky, J.S. y Cleland, W.W. (1968). Kinetic studies of Escherichia
cofi galactokinase. Biochemistny, 7, 566-575,




70

Holroyde, M.J., Allen, M.B., Storer, A.C., Warsy, A.S., Chesher, G M.E.,
Trayer, I.P., Cornish-Bowden, A. y Walker, D.G. (1976). The purification
in high yield and characterization of rat hepatic g]ucokinase.lBiachem.'J.

153, 363-373.

Holroyde, M.J. y Trayer, I.P. (1976). Purification and properties of rat

skeletal muscle hexokinase. FEBS Lett .. 62, 215-219.

Jones, G.M, y Mayer, R.J. (1973). Glucose metabolism in the small
intestine: the effect of glucose analogues on hexokinase activity. Bochem.

J. 132, 125-128.

Katzen, H.M. y Schimke, R.T. (1965). Multiple forms of hexokinase in the
rat: tissue distribution, age dependency, and properties. Proc., Natf,

Acad. Secd. U.S.A, 54, 1218-1225,

Katzen, H.M., Soderman, D.D. y Nitowsky, H.M, (1965). Kinetic and
electrophoretic evidence for multiple forms of glucose-ATP phosphotrans-
ferase activity from human cell cultures and rat liver. Biochem. Biophys.

Res. Commun, 19, 377-382.

Kornberg, A. y Pricer, W.E. (1951). Enzymatic phosphorylation of adenosine

and 2,6-diaminopurine riboside. J. Biof. Chem. 193, 481-495,

Ledn, 0. (1977). Cromatograffa de afinidad de enzimas fosforilantes de
qlucosa y de N-acetilglucosamina en derivados de glucosamina inmoyiliza-

dos en sefarosa. Tesds de Bioqulmica. Universidad de Concepcibn.




71

Lebn, 0., Monasterio, 0. y Niemeyer, H., (1977). Cromatograffa de afinidad
de enzimas fosforilantes de qlucosa y de N-acetilglucosamina en derivados
inmovilizados en sefarosa. I Reunidn Anual Soc. Bioqufm.  Chile, Talca.

Libro de Resdmenes, 8/n.

Levitzki, A. y Koshland, D.E., Jr. (1969). Negative cooperativity in

regulatory enzymes. Proc. Natf. Acad. Sci. U.S.A. 62, 1121-1128.

Lineweaver, H. y Burk, D, (1934). The determination of enzymes dissociation

constants. J. Am, Chem. Soc. 56, 658-666.

Long, C. (1953). Studies involving enzymic phosphorylation. 2. Changes
in the hexokinase activity of the small intestine of rats caused by feed-

ing different diets, B{ochem. J. 53, 7-12.

Maccioni, R. y Babul, J. (1980). Purification and characterization of

dog liver qlucokinase., Anch. Biol, Med. Exp. 13, 271-286.

May, R.J. y Mc Carthy, D.M. (1976). Particulate hexokinase activity in
rat intestine: The comparative contributions of mitochondria and brush-

border membranes; Biochem. J. 159, 189-192,

Mayer, R.J. y Hibscher, G. (1971). Mitochondrial hexckinase from small-

intestinal mucosa and brain. Biochem. J. 124, 491-500.




e e

72

Mayer, R.J., Shakespeare, P, y Hibscher, G. (1970). Glucose metabolism in
the mucosa of the small intestine. Changes of hexokinase activity during

perfusion of the proximal half of rat small intestine. Biochem. J. 116

43-48,

Monasterio, 0. (1980). Mecanismo cinético de la glucoquinasa: Estudios
en velocidad inicial con 2-desoxiglucosa como sustrato y efecto de inhi-
bidores; modificaciones qufmicas e interacciones enzima-ligandos. Tes.is

de Doctorado. Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Monasterio, 0., Ledn, 0. y Niemeyer, H. (1977). Propiedades de los &cidos
6~aminohexanoico y'N-etilsuccinémico. como espaciadores de glucosamina
inmovilizada a sefarosa, en cromatograffa de afinidad de enzimas fosfori-
lantes de qlucosa y N-acetilglucosamina. II Reunidn Regional PAABS y XIII
Reunibn Soc. Argentina Invest. Bioqufm. Cdrdoba, Argentina. Libro de Re-

sdmenes, 90,

Niemeyer, H., Cirdenas, M.L., Rabajille, E., Ureta, T., Clark-Turri, L.

y Pefiaranda, J. (1975a). Sigmoidal kinetics of glucokinase. Enzyme. 20,
321-333.

Niemeyer, H. y Ureta, T. (1972). Enzyme adaptation in mammals. En Motgcuﬁan
basis of bioLogical activity. (Gaede, K., Horecker, B. y Whelan, W., ed.).

p. 221-272, Academic Press, N. York.

Niemeyer, H., Ureta, T. y Clark-Turri, L. (1975b). Adaptative character

of liver glucokinase. Mof. Cefl, Blochem. 6, 109-126.




73

Oguchi, M., Miyatake, Y., Ayake, J. y Akamatsu, M. (1975). Phosphorylation

of D-glucosamine by rat liver glucokinase. J. Bi{ochem. 77, 1117-1121.

Pharmacia Fine Chemical (1968). Sephadex. Gel filtration theory and

practice, lUppsafa, Suecia,

Pharmacia Fine Chemicals (1974). Affinity Chromatography. Principles and

methods, Uppsafa. Suecia.

Pilkis, S.J. (1972). Rat hepatic qlucokinase: improved purification and

some properties. Aach. Blochem. Biophys. 149, 349-360,

Pilkis, S.J. y Hansen, R.J. (1968). Resolution of two high Kn ATP:
D-hexose phosphotransferase bands by starch-gel electrophoresis. Biochuim.

Biophys. Acta 159, 189-191,

Pilkis, 5.J., Hansen, R.J. y Krahl, M,E. (1968). Apparent molecular
weights of some ATP: D-hexose phosphotransferases. Specific effects of

Sephadex G-100, Biochem. BLophys. Acta 154, 250-252,

Reyes, A. y Cardenas, M,L. (1980). Distribucién celular de las isoenzi-
mas fosforilantes de glucosa en higado de rata. IV Reunién Anual Soc.
Bioquim. Chile. XVI Reunidn Soc. Argentina Invest. Bioqufm. Mendoza, Ar-

gentina. L<{bro de Resimenes, 100.

Salas, J., Salas, M., Vifivela, E. y Sols, A, (1965). Glucokinase of

rabbit 1iver.Purification and properties. J. Biof. Chem. 240, 1014-1018.




74

Sato, S., Matsushima, T. y Sugimura, T. (1969). Hexokinase isozyme patterns

of experimental hepatomas of rats. Cancexr. Res. 29, 1437-1446.

Shatton, J.B., Morris, H.P. y Weinhouse, S. (1969). Kinetic, electrophoretic,
and chromatographic studies on glucose-ATP phosphotransferases in rat

hepatomas. Cancer Res. 29, 1161-1172.

Slein, M.N., Cori, G, y Cori, C.F. (1950). A comparative study of

hexokinase from yeast and animal tissues. J. Biof. Chem, 186, 763-780,

Srivastava, L.M, y Hibscher, G, (1966). Glucose metabolism in the mucosa
of the small intestine. Glycolysis in subcellular preparations from cat

and rat. Blochem. J. 100, 458-466.

Srivastava, L.M., Shakespeare, P. y Hibscher, G, (1968). Glucose metab-
olism in the mucosa of the small intestine. A study of hexokinase activity.

Biochem. J, 199, 35-42,

Stifel, F.B., Rosensweig, N.S., Zakim, D. y Herman, R.H. (1968). Dietary
reoulation of alycolytic enzymes. I. Adaptative changes in rat jejunum.

Biochdm, BiLophys. Acta 170, 221-227.

Storer, A. y Cornish-Bowden, A. (1976). Kinetics of rat liver glucokinase.
Cooperative interactions with glucose ar physiologically significant

concentrations. Biochem, J. 153, 7-14,

Ureta, T. (1965). Formas moleculares miltiples de ATP: D-hexosa-6-fosfo-
transferasas., Tesds de camrera académica, Facultad de Medicina, Univensi-

dad de Chite.




75

Ureta, T. (1976). The allosteric regulation of hexokinase C from amphibian

liver. J. Biol. Chem. 251, 5035-5042,

Vifivela, E., Salas, M. y Sols, A. (1963). Glucokinase and hexokinase in

liver in relation to glycoaen synthesis. J. B<iol. Chem, 238, PC 1175-1177.

Vera, M.L., Cirdenas, M.L. y Niemeyer,‘H. (1976). Enzimas fosforilantes
de glucosa de mucosa de intestino de rata. XIX Reunidn Anual Soc. Biol.

Chile, Jahuel. Arch. Biol. Med. Exp. 11, R-110, 1978.

Vera, M.L., Cdrdenas, M.L. y Niemeyer, H. (1977). Enzimas fosforilantes
de glucosa y de N-acetilglucosamina en mucosa de intestino de rata. I

Reuni6n Anual Soc. Bioqufm, Chile, Talca. Libro de Resdmenes, &/n.

valker, D.G. (1963). On the presence of two soluble glucose-phospho-
rylating enzymes in adult liver and the developirent of one of these after

birth, Biochim. Biophys. Acta 77, 209-226,

Weinhouse, S. (1976). Regulation of glucokinase in liver. En Current
fopics in cellulan regulation, vol, 11 (Horecker, B.L. y Stadman, E.R.,
eds.), pp. 1-50,

Weiser, M.M., Quill, H. e Isselbacher, K.J. (1971 ). Isolation and
properties of intestinal hexokinases, fructokinase and N-acetylglu-

cosamine kinase. J. Biol. Chem. 246, 2331-2337.

Wilson, J.E. (1972). The molecular weight of rat brain hexokinase.

Bilochim. BLophys., Acta 276, 568-571,

ST e T SEREERERS - L s




