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RESUMEN

Para la gran mayoria de las enzimas que catalizan reaccio-
nes del metabolismo.de jos hidratos de carbono existen formas
moleculares multiples, es decir, proteinas diferentes que catalizan
la misma reaccién en la misma célula u organismo. Estas protei-

nas, productos de genes diferentes, se conocen como isoenzimas.,

La funcién de las isocenzimas en el metapolismo es desconoci-
da. E! problema se ha enfrentadc en nuestro laboratorio a traveés
del estudio de las formas mdltiples de la hexoaquinasa (ATP:
D-hexose 6-phosphotransferase, EC 2.7.1.1.)

En esta tesis se ha abordadc el estudio de la funcién de

las hexogquinasas en oocitos de la rane chilena Caudiverbera

caudiverbera en el estadio V! de maduracién. La aproximacién

experimental consistiéd en inhibir selectivamente cada une de las
dos hexoguinasas del oocito (isoenzimas B y C) microinyectando en
lac células antisuercs especificos para cada una de ellas. Con este

objeto fue necesario disponer de las isoenzimas B y C puras.

Se disefd un protocolo de purificacion para la hexoquinassa
B. de musculo de rana que combina técnicas convencionales de
purificaciédn de proteinas con una cromatografia de bpseudc-afinidad
en Cibacron Blue-Sepharose. Se logré una purificacion de 2800
veces y se obtuvo una enzima con una actividad especifica que
variaba entre 12 y 18 U/mg de proteina. Cuando la preparacién se
sometia a electroforesis en aeles de opoliacrilamida en presencia de

SDS se obtenia una sola banda de proteina.

X\



La purificacién de hexogquinasa C resulté mas dificil, en
parte debidc a que no se encontraron las condiciones adecuadas
para una etapa de cromatografia de pseudo-afinidad. La enzima
pura se obtuvo a partir de higade de rana mediante técnicas
cromatograficas usadas tradicionalmente en nuesiro laboratorioc segui-
das por una electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida.

Los sueros anti-hexoguinasas B vy C se prepararon en conejc
y se caracterizaron por microinmuno-ensayc (ELISA} y por su
efecto sobre la inhibicién de la actividad de las enzimas gque se
usaron como antigenos.

El sueroc anti-hexoguinasa B sdlo inactiva a la hexoguinasa
B v no tiene efecto sobre la actividad de la isoenzima C. De igual
manera, el suero anti-nexoquinasa C sbélo inhibe la actividad de
hexoquinasa C sin afectar la actividad de la isocenzima B.

La actividad hexoquindsica total del oocitc medida en extrac-
tos diluidos, corresponde a 700 pmoles de glucesa transformada/min/
oocite. En las mismas condiciones, con 2-desoxiglucosa como susira-
to, la actividad medida es igual a 120 omoles de 2-desoxiglucosa
6-P/min/oocito.

La reaccidén hexoquindsica in vivo se midid microinyectando

2-desoxiglucosa radiactiva en los oocitos. Después de las incubacio-
nes se aislé el producio 2Z2-desoxiglucosa 6-P marcado. La actividad
hexoguindsica medida en estas condiciones es de 40-50 pmoles de
2-desoxiglucosa-6-P/min/oocito.

Al cromatografiar un extracto de oocitos en DEAE-ceiulosa se

obtienen 2 picos de actividad enzimdtica que se han denominadc C

XWVIi




v B por analogia con las isoenzimas aisladas de higado de rana.
La fraccién mayoritaria (isoenzima C) es inactivada en un 70%
cuando se incuba dos horas a temperatura ambiente con Suero
anti-hexoquinasa C. ‘En las mismas condiciones experimentales, el
suero anti-hexoquinasa B no tiene efecto sobre las hexoquinasas
de! oocito.

Cuando se microinyecté en las células suero anti-hexoquinasa
C, preincubdndoias dos horas a temperatura ambiente antes de la
microinyeccién de 2-desoxiglucosa marcada, la reaccidén hexogquinasi-
ca se inhibié entre 30 y 40%. La microinyeccion de suero anti-hexo-
quinasa B no alterdé la actividad hexogquindsica de los oocitos.

Finalmente, se estudiéo el efecto de la microinyeccion de los
suergcs en oocitos soore la incorporaciéon de glucosa marcada en
glicégeno vy COZ' sroductos de las dos vias de utilizacién de
glucosa en estas células.

En oocitos microinyectados con suerc anti-hexoquinasa C se
produjo una inhibicién drastica de la incorporacién de glucosa
radiactiva en glicégeno (70-80%). La incorporacién en CO;2 no fue
afectada. La microinyeccién de suero anti-hexoguinasa B, en cam-
bio, no tuvo efecto sobre ninguna de las dos vias.

Los resultados de estos experimentos indican que de las dos
formas con actividad hexoquindsica presentes en los oocites., la
fraccién mayoritaria es hexoguinasa C. La identidad de la forma

minoritaria es wun problema no resueltc. Nuestiros resultados ponen
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en duda que se trate de hexoguinasa B.

Los experimentos de microinyeccién de antisueros muestran
claramente que en oocitos la hexoguinasa C participa sclamente en
l4& wvia gque conduce a la sintesis de glicégeno. Ellos sugieren
ademds que no existe un "pool" unico de glucosa-b-fosfato. Como
consecuencia de estos hechos se desprende que las dos vias que

utilizan glucosa en el oocito estdn funcionalmente compartimentadas.




ABSTRACT

Multiple molecular forms exist in the great majority of
enzymes involved in carbohydrate metabolism; lhal.is. different
proteins catalyzing the same reaction in the same cell or organism.
These proteins, products of different genes, are known as isozymes.

The role of isozymes in metabolism is unknown. An effort
has been made in our laboratory to approach this problem by
studying multiple forms of hexokinase (ATP: D-hexose 6-phosoho-
transferase, EC 2.7.1.1.].

in the presen! work the study of the role of hexokinases

has been attempted in oocytes from the chilean frog Caudiverbera

caudiverbera. The experimental approach attempted to selectively

inhibit each of the two oocyte hexokinases (isozymes B and C} by
microinjecting the cells with specific antibodies directed against
each hexokinase. For this purpose it became necessary to purify
isozymes B and C.

A procedure for the purification of hexokinase B from frog
muscle was designed. It consists of conventional techniques for
protein purification combined with pseudo-affinity chromatogranhy
on Cibacron Blue-Sepharose. The final preparation was purified
2900 fold and had a specific activity between 12 and 18 U/mg of
protein. When subjected to electrophoresis in SDS poiyacrylamide

gels a single band of protein was obtained.
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Purification of hexokinase C was rather difficult, basically
because of the absence of a suitable step of bpseudo-affinity
chromatography. The pure enzyme was obtained from frog Iliver
applying chromatographic techniques used traditionally in  our
laboratory, followed by preparative electrophoresis in polyacryl-
amide gels.

immune serums directed against hexokinases B and C were
prepared in rabbils and were characterized by the ELISA procedure
and by its capacity to inhibit the activity of the enzymes used as
antigens.

Sera directed against hexokinase B only inactivated hexokin-
ase B and had no effect on the activity of isczyme C. On the
other hand. immune serum anti-hexokinase C only inhibited hexokin-
ase C activity without affecting the activitly of hexokinase B.

The total hexokinase activity of oocytes measured under in
vitro conditions was egual to 700 pmeoles of transformed glucose/min/
cocyte. Unger the same conditions, using Z-deoxygiucose  as
subsirate, the activity was 120 pmoles of 2-deoxyglucose 6-P/min/

oocyte.

The hexokinase reaction was measured in vivo Dy micro-

injecting the oocytes with radioactively labeled 2-deoxvglucose.
After incubation, the product 2-deoxiyglucose 6-P was isolated.
Hexokinase activity measured wunder these conditions varied between

40 and 50 pmoles of 2-deoxyglucose 6-P/min/oocyte.
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Two peaks of hexokinase activity were found when oocyte
extracts were subjected to chromatography in DEAE-celullose. They
were idemifiéd as hexokinases C and B by analogy with the frog
liver hexokinases. The predominant fraction (isozyme C.} was inactiv-

ated up to 70% when incubated two hours at room temperature with

serum direcied against hexokinase C. The same serum did not
affect the activity of the second fraction (isozyme BJ. Under
identical experimental conditions, a serum directed against

hexokinase B had no effect upon oocyte hexokinases.

When oocytes were microinjected with antibodies anti-hexo-
kinase C and preincubated two hours at room temperature before
microinjection of labeled 2-deoxyglucose, the hexokinase reaction
was inhibited about 30-40%. Microinjection of antibodies directed
against hexokinase B did not alter oocyte hexokinase activity at all.

Finaily, we studied the effect of immunoglobulins micro-
injections on the incorporation of labeled glucose into glycogen
and C02, the products of the two pathways that utilize glucose in
oocvtes.

Microinjection of anti-hexokinase C antibodies resulted in a
70-80% decrease of labeled glucose incorporation into glycogen.
Microinjection of anti-hexokinase B antibodies. however, had no
effect in any of the two pathways.

The results of these experiments show that of the two forms

with hexokinase activity present in oocytes, the major one
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corresponds to hexokinase C. The identity of the minor form is not
clear. Our results cannot confirm that it is hexokinase B.
Experiments dealing with immune serum microinjections
cleariy demonstrates that in o'ocytes, hexokinase C is involved in
glycogen synthesis only. We conclude alsc that glucose 6-P does
not exist as a wunique pool in oocytes. These findings suggests
that the two pathways wutilizing glucose in oocytes are functionally

compartmentalized within the cell.
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INTRODUCCION

El problema

La existencia de isoenzimas, vale decir, formas molieculares
muitioles de énzimas que catalizan la misma reaccion en la misma
célula u organismo, fue establecida hace ya varios afos (Markert
y Moller, 1958). Desde entonces, el estudic de un gran numeroc de
sistemas isoenzimaticos ha permitido usarlo como marcadores de
loc procesos de diferenciacién celular, expresion génica, regula-
cién metabdlica y evolucién molecular. Sin embargo, a pesar de
la gran cantidad de informacidén existente acerca de las propieda-
des de muchos sistemas constituidos por formas moleculares mualti-
ples, su participacion en la operacién o regulacién del metabolis-
mo no ec clara. Solo pocos intentos se han hecho para conocer
cual es la funcion bioldgica de las isoenzimas, en otras pailabras,
para averiguar cudl es su razdén de ser en la celula,

iLa visién convencional del metabolismo pone énfasis en |la
plasticidad que la presencia de isoenzimas confiere a la funcidon
celular. Las diferencias en constantes cinéticas, especificidad de
sustrato. respuesta a modificadores alostéricos, localizacién subce-
lular, etc., podrian servir para explicar su funcién fisiolégica
ern términos de tales diferencias. Asi por ejemplo, las tres

aspartato-quinasas de Eschericha coli son inhibidas, respectivamen-

te, por lisina, metionina y treonina. Las vias metabblicas que

conducen a la biosintesis de esos aminoacidos comienzan con la




fosforilacién de! aspartato y por lo tanto la existencia de las
tres isoenzimas permite a la bacteria mantener la sintesis de
cualquiera de esos aminoacidos aun en presencia de los otros
(Stadtman et al., 1961).

En el caso de l|la familia de hexoquinasas en mamiferos, las
diferencias en los valores cge Km para glucosa pueden correlacionar-
se con algunas propiedades de los lejidos en que esas isoenzimas
predominan. En el higado, en gue noc bhay barrera de transporte
para glucesa, la concentiracion intracelular de glucosa seria
similar a !a glicemia portal y el valor age KO.S para glucosa de
la hexoquinasa D es precisamente de la misma magnitud {(Niemeyer
et al!., 1975). Esta isoenzima, por lo tanto, funcionaria con alta
eficiencia en situaciones de sobrecarga de glucosa como las que
ocurren después de una alimentacién rica en gllcidos. Por el
contraric, la existencia de wuna barrera de [(ransporte en el
cerebro concuerda con la presencia de la hexoguinasa A de Km
baja (~60 pM] que estaria funcionandc permanentemente a veloci-
dad maxima por estar saturada con el sustrato (Wilson, 1985).

Razonamientos cimilares pueden aplicarse para muchos oiros
cistemas isoenzimaticos como los de las fosfofructoguinasas (Vora,
1982) ,piruvato-quinasas (Seubert y Schoner, 1871} y lactato-deshi-

drogenasas (Kaolan et al., 1968).

Un modelo susceptible de poner a prueba
Sin embargo, la presencia de isoenzimas en la mayoria si

no en todas las etapas del metaboiismo y la ausencia de diferen-




cias relevantes en muchas de ellas, junto al problema de Ila
compartimentacidén, sugirieron a Ureta (1978) una hipétesis que da
cuenta tanto de la presencia de isoenzimas, como de la funcién
biolégica que ellas tendrian, proposicién que se resume en los
siguientes términos:

Las vias metabblicas son secuencias de reacciones
unidireccionales, catalizadas por isoenzimas espe-

ma&ticos

(8

cfficas asociadas en complejos poli-isoenz

Tal planteamiento requiere que los intermediarios, los produc-
tos, o ambos, en una reaccion catalizada por isoenzimas estén
compartimentados e implica, ademds, a diferencia del postulado
cidsico de via metabdlica, que cada isoenzima participa sélo en
una via. Asi. los componentes de cada complejo unidireccional
serian isoenzimas de los componentes de otros complejos. Si las
fuerzas que estabilizan tales complejos son déoiles, al romper la
célula sus componentes se disociarian, apareciendo entonces el
nimero de isoenzimas caracteristico del tejido. La expresion
“"complejo poli-isoenzimatico" se ha propuesto con el objeto de
diferenciar este tipoc de ;sociacién de los complejos multienzimati-
cos cldsicos como el de la piruvato-deshidrogenasa y el de la
sintetasa de &cidos grasos, entre otros.

£l modelc de los complejos poli-iscenzimédticos ha |lamado

positivamente la atenciéon de wvarios investigadores (Masters, 1981;

Clegg, 1984a, 1984p; Wilson, 1985).



Pruebas en favor del modelo

Aunque no existen hasta el momento pruebas directas que
validen e! modelo se han acumulado en la literatura algunos
datos que sugieren la presencia de este tipec de complejos.
Woipert y Ernst-Fonberg (1975) aistaron un complejo muitienziméti'-
co implicado en la fijacién de CO2 en Euglena. La malato-deshidro-
genasa gue forma parte del complejo resultdé ser una de tres
ispenzimas de malato-deshidrogenasa presenies en ia célula, lo
que sugiere gue sblo una de las iscenzimas se usa para la
formacién del complejo. MacGregor y cclaboradores {1580} demostra-
ron asociacién entre aldolasa y fructosa-1,6-bisfosfatasa sbélo cuan-
do se mezclaban enzimas que habian sido aisladas del higado. En
estos experimentos se calcuiaron los coeficientes de distribucidn

al eqguilibrio (K_.) en Ultrogel para mezclas de aldolasa y fructo-

D
sa-1,6-bisfosfatasa provenientes de higade y masculo, Solo se
jorma un complejo cuando ambas enzimas provienen de higado: no
se produce disminucién de KD {es decir aumentc del pesc molecu-
lar) cuando a la aldolasa de higado se agrega fructosa-1,6-bisfos-
fatasa de musculo ni cuando a la fructosa-1,6-bisfosfatasa de
higado se agrega aldolasa de musculo. Estas observaciones sugie-~
ren que las asociaciones entre las enzimas son posibles in wvitro
sblo cuando se mezclan las isoenzimas apropiadas, es decir, las

que son vecinas en un complejo.

Como vya se menciond anteriormente, el modelo predice la

existencia de conjuntos de metabolitos o intermediarios separados




e independientes que no son compartidos por otras vias metabdlicas
relacionadas. Por lo tanto un corolario esencial de la hipdtesis
es |a existencia de 'compartimentaciéon metabdlica'". E! téermino
"compartimiento' se usarad en un sentido amplic para indicar que
no se mezclan los intermediarios producidos Dor las diversas
isoenzimas.

Actualmente comienza a generalizarse |la idea de que la
compartimentacién metabdlica se puede lograr también mediante de
complejos multienzimdticos (Srere y Mosbach, 1874; Stebbing, 1980:

Wombacher, 1983; Welch, 1987).

Compartimentacién en las vias de utilizacién de glucosa

Una larga historia de controversias ha estado asociada a la
busgueda de un complejo glicolitico y de la existencia de comparti-
mentacién de la sintesis de glicdgeno, via de las pentosas vy
ciclo de Krebs. Nos referiremos especialmente al casc de la via
glicolitica.

La mayor parte de las pruebas en favor de la idea de
compartimentacién para ei metabolismo de la glucesa proviene de
experimentos en los cuales se wusan susiratos radiactivos y se
miden las actividades especificas y distribucién de la marca en
intermediarios, productes finales o© en ambos. Experimentos de
este tipo se han realizadoc en E. coli (Ottaway y Mowbray, 1977},

mascule liso (Lynch y Paul, 1983), higado de rata (Kalant et



al., 1987: Christ y Jungermann, 1987), y oocitos de rana (Ureta
vy Radojkovié, 1987). Los resultados se han interpretadoc como
indicativos de l!a presencia de 'pools" independientes de algunos
intermediarios glicoliticos. Se wusa el términc inglés '"pool" en

ausencia de un término castellanc gque indique esle concepto sin
ambigledades.

Los experimentos de Lynch vy Pau! (1983) realizados en
células intactas en anillos de arteria cardtida demuestran en
forma convincente que las vias glicolitica vy glicogenolitica son
funcionalmente independientes. Las unidades de glucosiloc provenien-
tes de la degradaciéon del glicogeno no entiran al mismo '"pool" de
intermediarios glicoliticos que se usan en la produccién de lactato
a partir de glucosa exbégena. De estos experimentos los autores
concluyen que existen vias separadacs pare la glicdlisis y glicoge-
nolisis, esto es, que el metabolismo hidrocarbonado ‘'citosélico”
opera, al menos, en dos compartimientos que funcionan independien-
temente.

La diferente localizacidon subcelular de los componentes de
un sistema isoenzimdtico constituye otra buena prueba que indica
compartimentacion metabdlica. Estudios en este sentido wusando
anti-sueros especificos para las distintas isoenzimas de un sistema
se han realizadoc con isoenzimas de laciato-deshidrogenasa y creati-
na-quinasa. Yamashita et al., (1979), describieron una distribu-
cién diferente para las lactato-deshidrogenasas M y H,  en el

4 4

higado de rata. La isoenzima H,  se encontré cerca de la membrana




celular en tantoc que la isoenzima Ma estaba localizada preferen-
cialmente en zonas ricas en glicégeno. Con respecto a las isoenzi-
mas de creatina-guinasa, Walliman y coniaboradores (1983) encontra-
ron, en células derivadas de muisculo esqueiético de pollo, que
sélo la isoenzima MM estaba asociada a la banda M, mientras que
la isoenzima BB aparecia en la banda Z.

Por otra parte numerosos autores han postulado gque las
enzimas de la glicdlisis estarian organizadas como complejos por
interacciones especificas enire enzimas vecinas en la via o bien
se asociarian entre ellas a través de la interaccion con elementos
de! citoesqueleto o por uniéon a membranas. La informacion existen-
te al respecto se encuentra en las revisiones de Ottaway vy
Mowbray (1977), Masters (1981), Ureta (1985) y Srere (1987).

Otro tipo de pruebas proviene de experimentos en los cuales
se puede aislar directamente un complejo glicolitico. Resultados
de esta clase han sido comunicados para £. coli (Mowbray vy

Moses, 1976). En Trypanosoma estéd muy clara la existencia de

glicosomas, particulas semejantes a organelos que contienen siete
enzimas glicoiiticas ademé&s de dos enzimas implicadas en el
metabolismo del glicerol (Opperdoes y Borst, 1977}. .

En resumen, distintas pruebas apuntan a la compartimenta-
cién de intermediarios glicoliticos y vias metabdlicas, a la existen-
cia de interacciones especificas entre enzimas glicoliticas e interac-

ciones de enzimas glicoliticas con actina y con membranas. Para

referencias véase Srere (1987).
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Enfoque experimental del problema

La prueba méas directa para el modelo propuesto seria el
aislamiento de complejos poli-isoenzimdticos que catalizan wvias
unidireccionales y la demostracién de que las isoenzimas que los
componen son especificas para ese complejo. Sin embargo, ésta
parece ser una tarea muy dificil de abordar. Por una parte, las
asociaciones entre las isoenzimas del complejo pueden ser lébiles
y no resistir los métodos drdsticos usados para romper lia célula.
Por otra, la existencia del complejo puede ser de caracter
transitorio, dependiendo de la concentracién de metabolitos especifi-
cos, pH o condiciones celulares aln no conocidas f(Ureta, 1985).

Una buena aproximacién al problema de la existencia de
complejos poli-isoenzimdticos consiste en estudiar la participacion
especifica de isoenzimas en una y sblo una de las vias metabdli-
cas en que la reaccidén estéd implicada.

Ei caso de la wutilizaciédn de glucosa se presta muy bien
para el andlisis del problema planteado. Por una parte todas sus
etapas son catalizadas por sistemas isoenzimdticos y, por otra,
la glucosa es un sustrato del cual divergen varias vias con
productos finales diferentes, en las que los flujos de carbonos
son facilmente identificables.

Como e! planteamiento central de la hipdtesis postulada por

Ureta indica gque cada isoenzima participa en una sola via




metabdélica, dicho postulado podria probarse por inactivacién selec-
tiva de las isoenzimas participantes. Se desprende del esguema
siguiente Qque la inactivacién de wuna isoenzima significa la

supresion de una de las vias de utilizacidén de glucosa (a).

Glicdgeno Glicégeno

a) b)
s s
/©——¢ Gluco;:—-G—P /@h

Glucosa Glucosa Glucosa-6-P

Pentosas-P Pentosas-P

Tal supresién no se observaria en un sistema en el cual el
producto de la reaccién no estd compartimentade (b).
Entre los diversos sistemas que pueden usarse para estudiar

in vive los mecanismos de regulaciéon metabdlica, los oocitos de

anfibio representan un sistema ideal (Ureta y Radojkovié, 1985).
Ellos constituyen wuna poblacion celular homogénea en la cual
cada célula se puede inyectar con los compuestos adecuados,
modificande rdpida y cuantitativamente los niveles intracelulares
de sustratos, intermediarios, cofactores y enzimas. Ademéds, el
tamafio de los oocitos de la rana chilena (2,2 mm de didmetro)

permite hacer mediciones metabdlicas en una sola célula.
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Experimentos realizados en nuestro laboratorio han mostrado
que en los oocitos de anfibie la wutilizacién de glucosa esta
resiringida a la sintesis de glicégeno (99%) vy a la via de los
fosfatos de pentosas (1%); la glicdlisis, glicogenolisis y gluconeogé-
nesis se encuentran en estado no funcional, posiblemente por
ausencia o inactividad de fosfofructoquinasa, fructosa-bisfosfatasa

y glicégeno-fosforilasa {Ureta y Radojkovié, 1978}.

La actividad de casi todas las enzimas relaciocnadas con la
utilizacién de glucosa fue medida en oocitos por Radojkovic vy
Ureta ({1982). La actividad hexoguindsica est&d representada en
estas células por dos isocenzimas denominadas B y C, siendo los
niveles de ambas los mds bajos de entre las enzimas medidas.
Desde luego, la correlaciéon entre la presencia de dos hexoquinasas
y dos vias de utilizaciéon de glucosa concuerda muy bien con el
modelo. Ambas caracteristicas hacen de ellas un sistema adecuado
para estudiar las vias en las cuales participan.

En este trabajo se abordé el problema de la participacion
de las isoenzimas de hexoquinasa del oocito de rana en las dos
vias que utilizan glucosa en dichas células, intentando la inactiva-
cién selectiva de las iscenzimas participantes {(véase esquema de
ta pag. 9).

Con este objeto se purificaron las hexoquinasas B y C para

inyectarlas posteriormente en conejos y obtener asi anticuerpos
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especificos para cada isoenzima. Los antisueros se inyectaron en

los oocitos y se estudié su efecto sobre la sintesis de glicogeno vy

C02 a partir de glucosa radiactiva.

Los resultados obtenidos indican que en el oocito de rana

la hexoguinasa C sblo participa en

la via que sintetiza glicdgeno.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos usados

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., E.E.U.U.) se obtuvie-
ron los siguientes reactivos: ATP, NADP, D-glucosa, 2-desoxi-D-
glucosa, D-fructosa, D-manosa, Tris, acrilamida, bis-acrilamida,
glicina, fenazina-metosulfato, azul de nitrotetrazolioc, monotioglice-
rol, glicerol, dodecilsulfato de sodio, PMSF, azul de Coomassie R,

azul de Coomassie G, Tritén X-100, DTT, glucosa-6-fosfato-deshidro-

genasa (tipo VIl de levadura y tipo XXIll de Leuconostoc mesente-
roides), glicbégeno, seroalbimina de bovino, anti 1gG de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina, anti 1gG de raton conjugado

con fosfatasa alcalina, p-nitrofenilifosfate, protein A-sepharose CL-
48, Sepharose 4B-200, Sephacry! 5-200 y S5-30C, Dowex-1.

De Merck (Darmstadt, Alemania Federa!) se obtuvieron: HEPES,
EDTA, todas las sales inorgdnicas, hidréxido de sodio y de
potasio, &cidos clorhidrico, acético, ortofosférico, perclérico, férmi-
co y acido 5,5'-dietilbarbitirico, metanol y azul de bromofenol.

De Poiysciences (Washington, E.E.U.U.) provenian TEMED y persul-
fatc de amonio.

De Amersham (Searle Illinois, E.E.U.U.) se obtuvieron PPO y POPOP.
De Amersham Laboratories (Buckinghamshire, Inglaterral se obtuvie-
ron D-{MC] glucosa vy D-[MCIZ-desoxiglucosa.

Hidroxilapatita Bio-Gel HTP se obtuvo de Bio-Rad (Richmond,

California, E.E.U.U.).
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Ceiulosa CF1 provenia de Whatman Biochemicals (E.E.U.U.).
DEAE—celulosa microgranular provenia de Whatman (Maidstone,
Inglaterra).

_ CM-Sephadex se adqguirié de Pharmacia (Uppsala, Suecia).
Coadyuvante de Freund compieto e incompleto se obtuvo de Difco
Laboratories (Detroit, Michigan, E.E.U.U.)

Cibacron Blue F3GA provenia de Ciba-Geigy (Greensboro, NC.
E.E.U.U.).

Tween-20 se adguirié en Drogueria Michelson (Santiago, Chile).

Etanol y tolueno se obtuvieron de Sudelab Ltda. (Santiago, Chilel,

Animales de experimentacién

Ejemplares de rana chilena (Caudiverbera caudiverbera) se

adquirieron a un proveedor de la zona de Melipilla y se mantuvie-
ron en el laboratoric en un estangue de agua duice; se alimenta-
ban con renacuajos vivos de la misma especie o bien con higado
de vacuno. De ranas hembras se obtenian oocitos para el estudio

del metabolismo de la glucosa in vivo. 5Se usaba mdsculo e

higado de rana comec material de partida para la purificacién de
las hexogquinasas B y C respectivamente.

Los antisueros anti-hexoquinasas B o C se obtuvieron en
conejos albinos hembras de 6 meses de edad de raza Nueva

Zelandia adquiridos en el Instituto Bacterioibgico.
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Composicidén de algunas soluciones de uso frecuente

1. Solucidn A:
fosfato de potasio 20 mM (pH 7,5}, glucosa 50 mM, EDTA 1 mM

iy

monotioglicerol 10 mM y glicerol 5%.

2. Sclucion B:
fosfato de potasio 50 mM {pH 7,5), glucosa 10 mM, monotioglice~

rol 10 mM vy glicerol 5%.

3. Solucidén C:
Tris-HCl 10 mM (pH 7,5}, glucesa 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 20

mM, monotioglicerol 10 mM y glicerol 10%.

4, Soluciéon D:
Tris-HCl 20 mM (pH 7,5), glucosa 10 mM, EDTA 1 mM, monotio-

glicerol 10 mM y glicerol 10%.

5. PBS:

NaCt 136 mM, KC! 2,7 mM, amortiguador fosfato 8 mM, pH 7,5).

6. Solucién Barth modificada:

NaCl 88 mM, KCI 1 mM, NaHCO3 2,4 mM, MgSOh 0,82 mM,

Ca(NO3)2 0,33 mM, CaCE2 0,41 mM en amortiguador Tris-HC! 10

mM, pH 7,6.
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Medicidén espectrofotométrica de la actividad hexoguinasica.

La actividad fosforilante de glucosa se determinaba midiendo
el cambio de absorbancia que‘se produce a 340 nm al acoplar la
reaccién de fosforilacién de glucosa con la reaccion de deshidroge-
nacién del glucosa-6-P (Slein et al., 1950), de acuerdoc con el

siguiente esguema de reacciones:

hexoquinasa

Glucosa + MgATP > Glucosa-6-P + MgADP + H

glucosa-6-P-deshidrogenasa

Glucosa-6-P + NADP » 6-Fosfogluconate + NADF’H2

La velocidad de formacién de NADPH_, se registraba en un

2
espectrofotémetro Zeiss modelo PM Qll a 30°. El medic de reaccidn
tenia en un volumen final de 0,5 m! la siguiente composicidon

(concentraciones finales): Tris-HCI B0 mM (pH 7,5), KCi 100 mM,
N':gCI2 12,6-mM, ATP 5 mM, glucosa 0,5mM, EDTA 1,6 mM, NADP
0,5 mM v 0,5 U/ml de glucosa-6-P-deshidrogenasa. La r‘éaccién se
iniciaba agregando la preparacidon enzimatica. Un sistema sin ATP
o sin glucosa se utilizaba como blance. La unidad de enzima se
define como la cantidad de enzima que catalizea la fosforilacion

de 1 pmol de glucosa en 1 min a 30° en las condiciones descritas.
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Con e! objeto de identificar la banda de proteina que
correspondia a la hexoquinasa se usaba una reaccion de tincidn
de actividad hexoquindsica en los geles de poliacrilamida (Katzen
et al., 19é5). Para elio se sumergia el gel en una mezcla que
tenfa la misma composicién de la mezcia qgue se. usaba en el
método espectrofotométrico a la cual se agregaba fenazina-metosulfa-
to 0,04 mg/ml y azul de nitrotetrazolio 0,96 mg/ml. El control se

hacia sumergiendo el gel en mezcla sin ATP.

Determinacion de proteinas

la concentracidon de proteinas se determinaba mediante dos
procedimientos:
a) En extractos crudoes y en fas fracciones provenientes de las
cromatografias en DEAE-celulosa e hidroxilapatita se media la
absorbanpcia a 280 nm. Con el objeto de calcular la concentracion
de proteinas se acepté que una solucidn que contiene 1 mg de
proteina/ml| tiene una absorbancia igual a 1.
b} En fracciones purificadas se utilizaba el méiodo de Bradford
(1976). Se usaba BSA como proteina patrén.

Estos métodos se usaron también para medir la concentracion

de proteinas de los sueros de conejo.

Determinacién de la concentracion de sales

La conductividad de las fracciones gque contenian fosfato vy

KCl, eluidas de las diferentes columnas usadas en la purificacion
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de las hexoguinasas, se determinaba wusando un conductimetro
Radiometer modelo CDM2f. De igual manera se controlaba la conduc-
tividad de todas las soluciones que se usaban en los procedimien-
tos de purificaciéon. Mediante una curva de calibracion se podian

calcular las concentraciones de fosfate y KCI.

Preparacién y regeneracién de los materiales cromatogréaficos

1. DEAE-celulosea
Se preparé v regeneré segln el métodoc descrito por los

fabricantes.

2. Hidroxilapatita

Se mezclaba hidroxilapatita Biogel HTP y celulosa Whatman
CF1 en partes iguales (g/g). La mezcla se suspendia en agua vy
se dejaba decantar para remover el material fino. Esta operacidn
se repetfa varias veces. Posteriormente se resuspendia la mezcla
en el amortiquador adecuado. Después de ser usada, la hidroxii-
apatita se regeneraba lavandola con solucion de fosfato de potasio

0,4 M y posteriormente con agua.

3, Cibacron Blue-Sepharose

La preparacién de este material se hizo por una modificacién
de! método de Rindernecht y col. (1967) de acuerdo a comunicacidn
personal del Dr. Jorge Babul. A 500 ml de suspensién de Sepharose

4B-200 Sigma se agregaban 12,5 g de Cibacron Blue F3GA Ciba
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disueltos en agua a 50° y se completana el volumen a 1250 mi.
Se afadian 250 g de NaZSOA en wvarias porciones durante 45 min
manteniendo la temperatura a 50° y con agitacidn constante.
Después se agregaban 12,5 g de Na3POA v se continuaba la
agitacién durante 75 min. EI gel se lavaba con agua y con

7 hasta que el liquido de lavado fuera incoloro.

etanol al
Después de ser usada, la sefarosa-azul se regeneraba por lavades
sucesivos con KCI 2 M, KC| 2 M-urea 6 M y finaimente agua. Este

proceso de regeneracion se reemplazd posteriormente por lavado

con NaOH 20 mM.

4. Sephacryl 5-200 y S-300
El gel se hidrataba en agua y luego se equilibraba en
amortiguador C. Después de usar se lavaba exhaustivamente con

el amortiguador gque contenia KCI 100 mM.

Electroforesis en geles de peliacrilamida

La técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida se
realizé en ausencia y en presencia de SDS.
al Cuande ia electroforesis se hacia en ausencia de SDS se
preparaban geles cilindricos de acuerdo al método de Grossman vy
Potter (1974). E|I ge! separador contenia en este caso acrilamida
7%. Esta receta es especialmente apropiada para la tincion de
actividad hexoquindsica porgue las soluciones contienen glucosa vy
ia polimerizacién se realiza con riboflavina en vez de persulfato

de amonio.
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b) La electroforesis en presencia de SDS se realizé segun la
metédica de Laemmli (1870). Los geles se preparaban en placas
con un gradiente de acrilamida entre & vy 107%.. Las bandas de

proteina se detectaban con azul de Coomassie.

Purificacién de la hexoquinasa B

La hexoquinasa B se purificé a partir de musculo de rana.
Las etapas gque se describirdn a continuacidén corresponden a un
protocolc de purificaciéon al cual se Ilegé después de varios
experimentos en los cuales se probaron diversas condiciones. A
menos que se especifigue otra condicién, todas las etapas del

procesc se realizaron a 4°.

1. Preparacidén de extractos crudos

Alrededor de 300 & 400 g de muisculo de rana se desmenuza-
ban con tijeras y luegc se homogeneizaban al 50% (p/v) en wunsa
juguera Oster a velocidad maxima durante 4 min. La solucién oge
homogeneizacién (soiucién A} contenia: fosfato de potasio 20 mM
(pH 7.5)., glucosa 50 mM, EDTA 1 mM, monotioglicerol 10 mM
glicerol 5%. La suspensidén obtenida se centrifugaba a 8000 x g
durante 1 h en wuna centrifuga Sorvall Modelo RC-2B y el liquido
sobrenadante resultante se filtraba a través de lana de vidrio.
El precipitado que quedasz de la centrifugacién se lavaba con
solucién A gue contenia Tritdn X-100 0,1% en wuna relaciéon de

volumen 1:1 y se volvia a centrifugar a 8000 rpm durante 15
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min. Se filtraba el Iliguido sobrenadante y se juntaba con el

anterior,

2. Cromatografia en DEAE-celulosa

El Iiquide sobrenadante obtenide en ia etapa previa se
hacia pasar por una columna de DEAE-—celulosa eqguilibrada con
solucién A. Las dimensiones de la columna (5,5 x 7 cm) permitian
una gran superficie de contacto entre la celulosa y el Ifguideo
que se pasaba y un flujo rapido. Después de la aplicaciéon de lz
enzima, la columna se lavaba con un volumen de amortiguador A,
que contenia KCI 50 mM, igual a 5 veces el volumen de Iia

columna. Finalmente se eluia la enzima con 300 mi de amortiguador

que contenia KCI! 0,3 M. Se colectaban fracciones de 15 mi.

3. Cromatografia en hidroxilapatita

La fraccién con actividad enzimdtica proveniente de la
etapa anterior se concentraba por ultrafiltracién en un aparato
Amicon con membrana PM 10. A continuacidén se dializaba en
solucién B gue tenfa la siguiente composicion: fosfato de potasio
50 mM (pH 7.,5), glucosa 10 mM, monotioglicerol 10 mM v glicerol
57. La fraccién dializada se aplicaba a una columna de hidroxil-
apatita de 1,8 x 18,5 cm equilibrada en amortiguador B. La
columna se lavaba con 200 ml de amortiguador y la actividad
hexoquindsica se eluia con fosfato de potasioc en un gradiente

lineal desde 50 a 200 mM, en solucién B. E! volumen total era de
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680 m! y las fracciones colectadas eran de 5,8 mi.

4. Cromatografia en Cibacron Blue-Sepharose

La enzima que s.e obtenia de la etapa de cromatografia en
hidroxilapatita se concentraba por ultrafiltraciéon y se dializa'ba
en solucién C. Esta solucidén contenia: Tris-HC! 10 mM (pH 7,5),
glucosa 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 20 mM, monotioglicerol 10 mM
glicercl 10%. La sefarosa se empacaba en uné columna de 1 x 3
cm y se equilibraba con amortiguador C. Se hacia pasar la
enzima y luego la columna se lavaba con 20 mi de solucién C que
contenia KCI 90 mM. La actividad enzimédticz se elufa con amorti-

guador C que contenia ATP 5 mM.

5. Recromatografia en DEAE-celulosa

La enzima proveniente de la cromatografie en sefarosa-azul
se recromatografiaba y concentraba en una mini—<olumna de DEAE-
celulosa de 1 o 2 ml. Las condiciones de esta cromatografia eran
similares a las descritas en la etapa 2, excepio que la enzima se
elufa con KC| en un gradiente lineal de 0 a 0,5 M cuvo wvolumen

total era de 16 ml. Las fracciones coleciadas i1enianm un volumen

de 0,2 ml.

6. Filtracién en Sephacry! 5-20C
E! conjunto de fracciones con actividad hexoquindsica obteni-

do en la etapa anterior se aplicaba a una columna de Sephacryl
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5-200 cuyas dimensiones eran de 1,5 x 52 cm. 5e usaba amortigua-
dor C gue contenia glucesa 10 mM y KCI 100 mM para eqguilibrar
el Sephacryl y para eluir la enzima. 5e colectaban fracciones de

0,5 mi.

Purificacion de la Hexoguinasa C

La hexoquinasa C se purificaba a partir de higadc de
rana. Todas las etapas del proceso de purificacion, & menocs gue
se especifique otra condicién, se hicieron a &4°., Las etaoas del

procedimiento compietc se describen a continuacion.

1. Preparacion de extractos crudos

Aproximadamente 60 a B0 g de higadoc de rana se desmenuza-
ban con tijeras y después se homogeneizaban a! 50% en solucién D
en un homogeneizador Omni Mixer Sorvall a velocidad maxima
durante 2 min. La solucién amortiguadora 0 contenia: Tris-HCI 20
mM (pH 7,5), glucosa 10 mM, EDTA 1 mM, monotioglicerol 10 mM vy
glicerol 5%. El tejido homogeneizado se centrifugaba a 28.000 x g
durante 1 h en una centrifuga Spincoc modelo L. EI |Iiguido
sobrenadante se filtraba a través de lana de vidrio. Posteriormen-
te se pasaba por una columna de CM-Sephadex de 5,5 x 7 cm
equilibrado en solucién D. La enzima no era retenida en las

condiciones utilizadas.




23

2. Cromatografia en DEAE-celulosa

Se empacaba una columna de 2,5 x 14 cm con DEAE-celulosa
eguilibrada en amortiguador D. Por esta columna se pasaba el
liguido sobrenadante .filsr‘ado en CM-Sephadex. Después de lavar
con 500 m! de amortiguador la enzima se eluia con KCI en wun
gradiente lineal de 0 a 0,5 M en solucién D. E! wvolumen total del

gradiente era de 1600 ml y se colectaban fracciones de 10 ml.

3. Cromatografia en hidroxilapatita

Lacs fracciones con actividad hexoquindsica provenientes de
ia etapa anterior se juntaban y el conjunto se concentraba por
ultrafiltracién. Posteriormente se hacia una didlisis en solucion B
modificada, que tenfa amortiguador fosfato 5 mM. La muestra
dializada se pasaba por una columna (1 x 18 cm) de hidroxil-
apatita equilibrada en e! amortiguador modificadec. La columna se
lavaba con 100 mi de la misma solucién y la enzima se eluia con
fosfatc en un gradiente lineal de 5 a 100 mM preparadc en el
amortiguador modificado. El gradiente tenia un volumen de 340 ml

y las fracciones colectadas eran de 3 ml.

4L, Filtraciéon en Sephacry! S$-300
La enzima obtenida de la cromatografia en hidroxilanatita
se concentraba por ultrafiltracién y se dializaba contra solucidn

C. La enzima concentrada y dializada se pasaba por una columna
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de Sephacryl cuyas dimensiones eran de 75 x 2,5 cm. EI gel se
equilibraba en amortiguador C con KCI 100 mM y la enzima se

eluia con la misma sociucion. Se colectaban fracciones de 2 mi.

5. Etectroforesis en geles de poliacrilamida

Se preparaban placas de poliacrilamida a! 7%, las cuales se
cargaban con muestra de enzima proveniente de la cromatografia
en Sephacryl. Se sigui¢c esencialmente el procedimientoc usado por
Toro (1982). Lz banda correspondiente a hexoquinasa C se identifi-
caba tifendo el ge! con el métode especifico para actividad
enzimatica que se describié anteriormente. Unza wvez identificada
la banda, ésta se cortaba, se lavaba en amortiguador Tris-HCI
20 mM pH 7,5 y se guardaba durante la noche & 4° en la misma
solucién a la cua!l se habia agregade glucesa 10 mM, DTT 1 mM vy
alicerol 5%. Al dia siguiente los trozos de ge! se molian en un
mortero, se agregaba coadvuvante de Freund y se preparaba la
emulsién que se inyectaria al conejo para la produccion de
anticuerpos.

Con el objeto de controlar la pureza de l|la enzima inyectada,
un pequefo trozoc de ta banda cortada del gel se sometid a
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, encontrdndose una
sola banda de proteina después de tedir con el colorante. Junto
con ésto se detectd actividad enzimdtica en la solucién amortiguado-
ra en que se guardaban los trozos cortados del gel nativo. Por
otra parte se detecté inmunoldgicamente la presencia de la enzima

mecdiante el ensavo ELISA.
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Preparacion de sueros inmunes anti-hexoquinasas B y C

1. Suero anti-hexoquinasa B.

Se wutilizé un conejo hembra albino al cual se. inyectdé una
emulsién con wvelUmenes iguales de hexoguinasa B pura y coadyu-
vante de Freund completo en la primera inyeccidn e incompleto en
las siguientes. Todas las inyecciones fueron por via subcutdnea
en el dorso y muslos. El protocolo de inmunizacidn fue el siguiente:
Primera inyeccidén, aproximadamente 0,2 mg de enzima.

Segunda inyeccion, se realizé & meses después con la misma
cantidad de proteina.

Tercera inyeccién, en el octavo mes se inyectaron alrededor de
0,3 mg de la enzima.

Cuarta inyeccidén, 50 pyg de enzima 11 meses después de la
primera inyeccitn.

En cada ocasién se controld la capacidad del suero para
inhibir la actividad de hexoquinasa B y se mididé el titule del
suero por ELISA. A los 12 dias de la dGltima inyeccidén se sangrd
el conejo por puncidn cardiaca. La sangre extraida se dejé
durante la noche a temperatura ambiente y al dia siguiente se
separd el suero del codgulo per centrifugacién a 3.000 rpm
durante 10 min. El suero asi obtenido se fracciond en alfcuotas

de 1 ml y se guardd congelado a -40°,

2. Suero anti-hexoquinasa C.
Se usd wun conejo hembra albino para la inmunizacién. La

obtencién de la enzima se describid anteriormente en Purificacién
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de hexoquinasa C (pdg. 22 ). Se hicieron 3 inyecciones por via
subcutdnea de hexoguinasa C de aproximadamente 0,1 mg cads
una, con intervalos de 30 dias. La formacién de anticuerpos se
controld durante este tiempo igual que para el casoc del conejo
inmunizado con hexoquinasa B. Después de 11 dias de la dltima
inyeccién se sangré el conejo por puncibén cardiaca v se obtuvo el

suero como se describid anteriormente.

Los intervalos entre las inyecciones solc corresoonden a
razones de conveniencia. No se hicieron estudics especiales para

optimizar estos protocolos.

Comoc el rendimiento obtenido al purificar las hexoguinasas
B vy C era bajo, nos parecié dificil en un comienzo obtener las
cantidades de enzima requeridas para la preparacién de sueros
inmunes convencionales. Por esta razdn se prepararon anticuerpos
monoclonales. Sin embargo, dado que no se obtuwvieron monoclionales
inhibidores de la actividad enzimdtica, no fueron utilizados en
este trabajo. La obtencidon y caracterizacidén de anticuerpos monoc|o-

nales se describira en el Anexo 1.

Purificacién de las inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas de tipo G se separaron del resto de
las proteinas séricas mediante cromatografia en Protein A-
Sepharose CL-4B (comunicacién personal Dr. A. de loannes). Las

columnas contenian 1,5 mi de sefarosa equilibrada con amortigua-
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dor fosfato de sodio 50 mM a pH 8,0. Por las columnas se pasaba
1 ml de suero inmune o de suero control y después de lavar con
la solucién de eqguilibrio se elufan las IgG con &cide acetico 0,1
N-NaCl 0,15 M. Se colectaban fracciones de 0,6 ml. Los tubos en
los cuales se recogia el eluido contenian 0,1 ml de Tris 1 M pH
7,0 con el objetc de neutralizar el medio dcido. Se media la
absorbancia de las distintas fracciones & 280 nm y se juntaban
aquellas cuva absorbancia alcanzaba valores iguales o superiores
a 0,5. Las inmunoglobulinas purificados se dializaban en solucion
Barth modificada (Gurden, 1976) a la que en adelante |lamaremos
soluciéon Barth. Luego, las IgG se concentraban en unidades
Centricon 30 hasta el volumen original del suerc crudo y luego
por evaporacién bajo corriente de nitrégenc gaseoso para los

experimentos de microinyeccién.

Caracterizacion de los antisueros

1. Microinmunoensayo con el ensavo ELISA.

Se usé la técnica ELISA que consiste en adsorber el antigeno
a la superficie de los pocillos de una placa de plastico:
posteriormente se agrega el antisueroc y se cuantifican los anticuer-
pos unidos especificamente al antigeno por adicion de anti-igG de
conejo conjugado con fosfatasa alcalina. La enzima unida se
detecta por adicién de! sustrato bp-nitrofenilfosfatc y medicién

espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado. Como controies en
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todos los experimentos sSe wusaron sueros pre-inmune como primer
anticuerpo y serocalbimina de bovino como antigenc. Se siguid
bésicamente la técnica descrita por Engvall y Perimann (1872). Se
cebaban placas con una solucidon que contenia 10 pg/ml de hexogui-
nasa en PBS ({(NaCl 136 mM, KCI 2,7 mM, amortiguador fosfatc B8
mM, pH 7,5 colocando 50 ! de la solucién de antigene por
pocilloc e incubandc las placas a temperatura ambiente durante
toda !a noche. Después de recuperar el antigenc se agregaban a
cada pocille 0,17 ml de una solucidn gque contenia BSA 1%-azids
0,02% en PBS v se incubaba 1 h a temperatura ambiente con el
objeto de bloguear sitios remanentes para proteina en el pléstico.
Posteriormente se lavaba 3 wveces con Tween-20 0,1% en PBS. A la

placa asi tratada se agregaban diluciones seriadas de suerc en

PBS-BSA-azida, siendo el volumen final de 50 yl. Después de
incubar 2 N & temperatura ambiente se repetiz e! lavadeo con
Tweern-20 v se agregaban a cada pocille 25 ul de anti-lgG de

conejo conjugado con fosfatasa alcalina (diluido 1:1000 en PBS-
BSA-azida!. Se incubabz la placa 3 h en una estufa a 37° y se
lavaba nuevamente. La actividad de la fosfatasa alcalina se
media agregande 50 ui del sustrato p-nitrofenilfosfate (1 mg/ml
en amortiguado~ carbonato 0,05 M con MgCI2 1 mM, pH 9,6). Se
incubaba durante 30 min a temperatura ambiente vy la reaccidon
enzimdtica se detenia agregandc 50 ui de NaOH 3 M. El contenido
de cada pocilioc se diluia con 0,15 ml de agua destilada y el

p-nitrofenol formado se cuantificaba midiendo |a absorbancia a

405 nm.
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2. Efecto del suero sobre la actividad enzimatica.

Se incubaba una cantidad constante de la enzima correspon-
diente con capiidades variables de suero inmune o suerc control.
Las diluciones se hacian en PBS-BSA. La concentracidon de BSA
era de 2 g o 0,15 g por 100 mi de solucién, segun se usara el
suero complete o 1gG purificadas, respectivamente, Lz incubacién
se realizabpa 30 min a 30° y se prolongaba durante la noche a 4°
¢ durante 60 min a temperatura ambiente, Posteriormente se
centrifugaba durante 10 min en wuna microcentrifugs Gelman-
Hawksley y se media la actividad enzimatica remanente en el
|fquido sobrenadante. Los sueros no presentaban actividad hexogqui-

nasica.

Obtencién y microinyeccion de oocitos.

Se wusaban oocitos de C. caudiverbera er el estadio VI de

maduracién de acuerdo con el criterio de clasificacién de Dumont
(1972). Ei ovario recién extraido de la rana se colocaba en
solucién salina de Barth gue tiene la siguiente composicidén: NaCt

88 mM, KCI 1 mM, NaHCO3 2,4 mM, MgSCJi+ 0,82 mM, Ca(NO,), 0,33

3'2
mM, (.‘.aCI2 0,41 mM en amortiguador Tris-HC!I 10 mM, pH 7,6. Los
oocitos individuales se aislaban manualmente utilizande pinzas

finas. Posteriormente se microinyectaban wusando micropipetas de
vidrio de alrededer de 50 nl de wvolumen, siguiendc esencialmente
el procedimiento descrito por Gurdon (1874). Las microinyecciones

se hacian bajo una lupa y siempre en la 2zona ecuatorial de la
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célula. Mediante un micromanipulador se sujetaba la micropipeta
y se controlaban sus movimientos. Cuando se microinyectaban

, 14 14
compuestos radioactivos comc | Cl-glucosa, |

C] -2-desoxiglucosa
u otros., éstos se concentraban previamente a seguedad bajo
corriente de nitrbégenc y se disolvian después en solucién Barth
hasta alcanzar la concentracién deseada. En los experimentos de
microinveccién siempre se usaban anticuerpos purificados, los que

se dializaban en solucién Barth y se concentraban en unidades

Centricorn 30.

Medicién de la actividad hexoquindsica en oocitos.

La actividad hexoguindsica de los oocitos se media in wvivo

en oocitos intactos y ademds in vitro, utilizando en ambos casos
un radioensavo descrito por Radojkovi¢ y colaboradores (1978).
En algunas ocasiones se usabza el métodoc espectrofotométrice en

condiciones in vitro, que ya fue descrito anteriormente.

1. Actividad hexoquindsica in vitro.

Se preparaban homogeneizados de oocitos al 33,3% (v/v) en
amortiguador Hepes 100 mM pH 8,4 que contenia ademas DTT 2
mM. El homogeneizado se centrifugaba durante 1 h a 30.000 x g
en una centrifuga Spinco modelo L. Se descartaba el precipitado
y al Iiquido sobrenadante se agregaban cristales de bicarbonato
de potasic hasta alcanzar valores de pH entre 7,2 y 7,4. 5Se

preparaba una mezcla de reaccidn gue tenia los siguientes compo-
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nentes (concentraciones finales): Hepes 75 mM, ATP-Mg 4,5 mM,
[MC]-Z desoxiglucosa 1 mM y un volumen del liguidoc sobrenadante
que permitia alcanzar wuna dilucién de 26 veces. Esta mezcla se
incubaba a temperatura ambiente y a ciertes intervalos de tiembpc
se sacaban alicuotas de 0,25 ml Qque se recibian en tubos
Eppendorf con HCOOH 0,1 N en frio con el objeto de detener |z
reaccién enzimédtica. Después de centrifugar la mezcla de reaccidon
durante 5 min los |iguidos sobrenadantes se filtraban en columnas
de Dowex-1 formiate. Las columnas se lavaban con 7 ml de HCOOH
0,1 N y después se eluia el éster fosforico corn 2,5 ml de formiatoe
de amonic 0,4 N pH 5,3. Se tomaban alicuotas de 0,5 ml, tantc
de! lavado como del eluido, a las cuales se agregaban 5 ml de
Ifquido de centelleo constituido por una mezcla de PPO (4g/l} -
POPOP (50 mg/l) en tolueno y Triton X-100 (2:1 wv/v). La
radiactividad de las muesiras se contaba en un espectrometrc de
centelleo liguidoc Phiiips. Todas las determinaciones se hacian por
duplicade y como blanco se preparaban mezclas que no contenian
ATP.

También se media actividad hexoquindsica en preparaciones
semipurificadas obtenidas .por‘ cromatografia en DEAE-celulosa. Ei
IfTquido sobrenadante obtenido como se describié anteriormente se
dializaba durante 1 h en solucién C y posteriormente se aplicaba
a una mini—columna de 2 ml de wvolumen gue se empacaba con
DEAE-—celulosa equilibrada en solucién amortiguadora C gue no

contenia KCI. La columna se lavaba con 10 ml del amortiguador C
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y la actividad enzimdtica se elufa con un gradiente lineal de KCI
de 0 a 0,35 M preparado en el mismo amortiguador. E! gradiente
tenfa un volumen total de 34 ml y se colectanan fracciones de 0,2
ml. La actividad hexoguindsica de las distintas fracciones se

determinaba por el método espectrofotométiricc ya descrito.

2. Actividad hexoguinadsica in vivo.

Se inyectaban oocitos con aproximadamente 50 ni ge [MC]—2—
desoxiglucosa. Como controles se wusaban oocitcs sin  invectar o
microinyectados con solucién Barth. Después de la inyeccidn se
incubaban grupos de &4 oocitos durante tiempos variables en tubos
que contenian 75 ul de solucién Barth bajo una atmésfera de 1007
02 a temperatura ambiente con agitacidén continua. Una wvez comple-
tado el tiempo de incubacidén deseado, cada grupo de &4 células se
trasladaba & tubos Eppendorf que conienian acide perclérico,
Después de homogeneizar se obtenia un extracic perclérico al 3%.
El extracto obtenido se centrifugaba durante £ min, se guardaba
el liquide sobrenadante y el precipitado se lavaba una vez con
dcido percliéricoc 3%. Los Iiguidos sobrenadantes se juntaban, se
neutralizaban con KOH 1 N y se dejaban precipitar las proteinas
y el perclorato durante la noche. Posteriormentie se centrifugaba
5 min para descartar el precipitado y los |iguidos sobrenadantes
se filtraban en columnas que contenian 1 ml de Dowex-1 formiato,

siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente.
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Determinacién de glicégeno

La incorporacion de iMC]—glucosa en glicégeno en oocitos
en diferentes situaciones experimentales se media como sigue.
Después de microinyectar [MCl—glucosa, pretursor en la sintesis
de glicbgeno, grupos de &4 oocitos se incubaban en la forma
previamente descrita. Terminado el periode de incubacién, cada
oocitc era separado y colocade individualmente en un tubo de
ensayoc y sometido & digestiéon con 0,5 mi de KOH al 30% durante
30 min a 100%. Posteriormente se agregaba a cade tubo 0,1 ml de
sulfato de sodio 2%, 40 | de una solucién de glicégeno (~50 mg
en 8 ml de HEO] y 2,1 ml de etanol 75% v se dejaba precipitar
durante la noche. Al dia siguiente los tubos se centrifugaban
durante 10 min en una centrifuga clinica a velocidad maxima. Se
descartaba el Iiquido sobrenadante y se dejaba secar el precipita-
do. Este se resuspendia en 2 ml de agua tibia y se agregaban 6
ml de etanol para precipitar el glicbgeno. Los bprecipitados se
colectaban en filtros de fibra de vidrio, se lavaban con etanol
75% vy luego se secaban bajo una lampara de luz infraroja. Los
filtros secos se colocaban en frascos de vidrio que contenian 5 mi

de Ifquido de centellec y se media su radiactividad.

Medicion de CCI2

Los tubos en los cuales se incubaba cada grupo de oocitos

posefan un sistema de desprendimiento que conectaba los tubos de
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incubacidén con viales de centelleo que contenian 0,6 ml de NaOH
0,3 N y Triton X-100 0,01% Iio que permitia colectar el C02
radiactivo a medida que éste se iba Iliberandoc de los oocitos
(Brende! y Meezan, 1874). La radiactividad presente en el CO:2 se
media igual gque en los casos anteriores en un espectrometro de

centelleo ligquido.
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RESULTADOS

Purificacién de hexoquinasa B

E! protocoio de purificacion de hexoquinasa B de musculo de
rana ha sido el resultadoc de numerosos ensaves en los cuales se
variaban wuna serie de condiciones. La enzimaz se encuentra en
pequefia cantidad en el tejido y es bastante inestable, razén por
la cual hube que diseflar un procedimiento de purificacién que
fuera rapido y encontrar ademds condiciones en las cuales la
actividad enzimética fuera estable. Se probaron varias técnicas
cromatogrédficas en diferente orden, en las cuales se variaba el
oH, la fuerza ibnica y el tamafic de las columnas. Se estudié la
estabilidad de la enzima durante el procesoc de purificacién en
presencia y ausencia de algunos protectores como glucosa, DTT,
monotioglicerol y glicerol. Se estudic también ei efecto del inhibi-
dor de proteasas PMSF. Los resultados que se mostrardn a
continuacién corresponden a un protocoloc de purificacién para
hexoquinasa B que se ha repetido wvarias veces, obteniéndose

esencialmente el mismo resultado.

1. Preparacidén del extracto crudo

Normalmente se procesaban alrededor de 300 o de muisculo de
rana. La actividad hexoquindsica presente en el citoso! (obtenido
después de homogeneizar el mdsculo y centrifugar) era aproximada-

mente 12 wunidades. Después de lavar el precipitado con Tritén
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X-100 al 0,1% y wvolver a centrifugar se obtenia una actividad
equivalente a 6 unidades de enzima. En general se obtenian como
promedic 0,07 unidades de enzima/g de tejido. El liquido sobrena-
dante total (conjunto de las fracciones con y sin Tritdnl contenia
de 10 a 12 mg de proteina/m!l y tenia una actividad especifica de

0,004 unidades/mg de proteina.

2. Cromatografia en DEAE-celulosa

Un solo pico de actividad hexoquindsica se encuentra cuando
se cromatografia enm DEAE-celulosa el Iliguido sobrenacantie prove-
niente de la centrifugacidon de un extracto crude de muascule de
rana. Esta actividad corresponde a l|a isoenzima B, que es |la
hexoquinasa tipica de! musculo (Fig., 1). En el protocolo de
purificacién se modificé la cromatografia eliminando el gradiente
de KC! v eluyendo la enzima con KCI 0,3 M. Asimismo se wutilizé
una columna de vidrio que era muy ancha y de flujo rapido. S5e
eligié este procedimiento puesto que, dada la inestabilidad de la
enzima, las dos primeras etapas del procesoc de purificacién deben
ser rapidas y efectuarse en un mismo dia. La concentracidn de
proteinas disminuye 5 wveces, lo cual produce un aumento de 5
veces en |la actividad especifica. La recuperacion era aproximada-

mente 50%.

3. Cromatografia en hidroxilapatita
Con esta etapa se logra siempre una muy buena purificacidon

de la enzima. Toda la actividad hexoguindsica es retenida en
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Figura 1. Hexogquinasa B: cromatografia en DEAE-celulosa. 242 ml

de citosoc!l que contenian 9 unidades de hexocuinasz B se colocaron

en una columna (1,8 cm x 16,5} de DEAE-celuiosa equilibrada con

solucién A. Se lavé

proteinas se eluyeron con KClI en un gradiente lineal de 0 a 0.5

con 250 ml de la misma solucién A v las

.~

M en solucién A. Se colectaron fracciones de 5 ml. La actividad

enzimdtica se midié

como se describid en

espectrofotométricamente con glucosa 0.5 mM

~

Materiales y Métodos.
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hidroxilapatita equilibrada en fosfato de potasio 50 mM. La
enzima eluye como un solo pico de actividad con fosfato en un
gradiente lineal de 50 & 200 mM (Fig. 2). En esta etapa se
obtiene un gran aumento de |a actividad especifica gue normalmen-
te wvaria entre 20 y 25 veces. La recuperacién de la actividad

enzimdtica también es alta v corresponde a un B85-90%.

4. Cromatografia de pseudo-afinidad en Cibacron Blue-Sepharose.

Para wunir la hexoguinasa B a sefarosa-azul se ensayaron
diferentes condiciones en las cuales se variaba ta fuerza idnica vy
la concentracidén de glucosa que se incluia siempre como protector
de la actividad enzimédtica en todas las soluciones que se usaban.
Asi se logré determinar gque la enzima se une & la sefarosa en
presencia de KCI 20 mM y glucosa 1 mM, en amortiguador Tris-HCI
10 mM pH 7,5. No hay unidn cuando se aumenta la concentracidn
de glucosa ni cuandoc se reemplaza el Tris por fosfato. La
capacidad médxima de unibn es aproximadamente 1 unidad de
enzima/m! de suspensidén de sefarosa-azul.

Se probaron también distintas condiciones para lavar la
columna y para eluir la hexoqginasa por afinidad com un ligando
especifico. La columna cargada con la enzima se sometid a
lavados sucesives con Tris en los cuales se iba aumentando en

forma paulatina l|la concentraciéon de KCI. La enzima comienza a
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Figura 2. Hexoquinasa B: cromatografia en hidroxilapatita. 176
ml de la preparacidén proveniente de la cromatografia en DEAE-celu-
losa, opreviamente concentrada y dializada, se colocaron en una
columna (1,8 x 18,5 cm) de hidroxilapatita equilibrada con
solucién B. La preoaracién tenfa 6.7 unidades de hexoquinasa B.
Se lavé con 200 ml de la misma solucidn y las proteinas se
eluyeron con fosfatio de potasio en un gradiente Jineal de 50 a
200 mM en solucién B. Se colectaron fracciones de 5.8 ml. Otros

detalles como en la figura 1.
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eluir de la sefarocsa con KCI 100 mM. Por lo tanto, se eligié una
concentracion de KC| igual a 90 mM para lavar la columna. Esta
concentracion esta lo suficientemente alejada de la que se requiere
para eluir la enzima en forma inespecifica y ademds permite
eliminar una gran cantidad de proteinas contaminantes.

Para eluir |la hexoquinasa de la columna de sefarosa-azul
por afinidad se probaron los sustratos glucosa y ATP y el
producto glucosa-6-P. No fue posible, en las condiciones que se
ensayaron, eluir la enzima con glucosa (de 5 a 100 mM) ni con
glucosa-6-P (0,1 a 0,3 mM). Se logré eluir toda la actividad
hexoquindsica unida a la sefarosa con ATP 5 mM. En resumen,
como consecuencia de estos estudios, la hexogquinasa B se pasaba
por la columna de sefarosa-azul en amortiguador Tris pH 7,5 que
contenia KClI 20 mM y glucosa 1 mM. Se lavaba con Tris que
contenia KCI 90 mM y finalmente se elufa la enzima con el

amortiguador gue contenia KCI 20 mM y ATP 5 mM (Fig. 3).

m

r
esta etapa la actividad especifica de la preparacién aumenta de
8 a 10 veces. Se recupera aproximadamente el 50% de la actividad

enzimatica.

5. Recromatografia en DEAEZ-celulosa
A diferencia de la primera cromatografia en DEAE-celulosa,
en esta ocasiéon la actividad enzimdtica se eluyd con KCI en un

gradiente lineal de 20 a 500 mM. La concentracién de proteinas

disminuye & la mitad con respecto a la etapa anterior y consecuen-
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Figura 3. Hexoquinasa B: cromatografia en Cibacron Blue-Sepha-
rose. 138 ml de muestra provenientes de la cromatografia en
hidroxilapatita, previamente concentrada vy dializada, se colocaron
en una columna de Cibacron Blue-Sepharose (1 x 3 cm) equilibrada
en solucién C. La muestra contenia 6,2 unidades de hexoquinasa
B. Se lavé con 20 m! de solucién C que contenia KCI 90 mM. Las
proteinas se eluyeron con solucién C que contenia KCI 20 mM y

ATP 5 mM. Se colectaron fraccicnes de 1 mi. Otros detalles como

en la figura 1.
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temente la actividad especifica aumenta el doble. La recuperacién

en esta etaps es de 507.

6. Filtracién en Sephacry! S$-200.

En esta Ultima etapa del proceso de purificacidén normalmente
se consigue nuevamente disminuir a la mitad la concentracidon de
proteinas y aumentar 2 veces la actividad especifica. La recupera-
cién de la actividad enzimatica es de 90%. Esta preparacion, que
presenta una scla banda de proteinas en geles de poliacrilamida
con SDS (Fig. 4), tiene una actividad especifica de aproximadamen-
te 12 U/mg proteina. Excepcionalmente se han obtenido preparacio-
nes cuya actividad especifica alcanza a 18 U/mg proteina.

Un resumen de los resultados del procedimiento de purifica-

cién de hexoquinasa B se muestra en la Tabla 1.

Con el objetc de <conocer algunas caracteristicas de la
hexoquinasa B de rana y compararlas con oiras hexoguinasas, se
hizo wuna caracterizacion cinética preliminar de la enzima. Los
valores de la Km para glucosa (0,100 mM) y para ATP (0,7 mM)
son similares a los obtenidos para otras hexogquinasas de musculoc

de vertebrados (Wiison, 1885).

Purificacion de la hexoquinasa C
No fue posible obtener hexoquinasa C pura aun después de
haber ensayado numercsas técnicas wusadas tradicionalmente para

purificacion de proteinas. Como se requeria la enzima homogénea
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Figura 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida de hexoquinasa
B en distintas etapas de purificacién.

Panel izquierdo: gel en presencia de SDS; proteinas tefidas con
azul de Coomassie. Canal 1: 50 ug de la preparacién obtenida de
la la cromatografia en DEAE-celulosa; canal 2: 5 ug de enzima
provenientes de la filtracién en Sephacryl $-200.

Panel derecho: gel en condiciones nativas en el cual se colocd en
cada canal 20 pg de proteina proveniente de la preparacién
obtenida de la cromatografia en Cibacron Blue-Sepharose.

Canal 1: tincion de proteinas; canal 2: tincién de actividad
enzimédtica como se describié en péag. 16 . La preparacién de los

geles se describié en Materiales y Métodos en la pdg. 18.
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para ser inyectada en conejo y obtener el anticuerpo correspondien-
te, ésta se obtuvo sometiendo una preparacidén enzimatica semipuri-
ficada a electroforesis en geles de poliacrilamida. Los resultados
obtenidos en las diferentes etapas del proceso de purificacién se

describen a continuacidn.

1. Preparacién de extractos crudos

Generalmente se procesaban alrededor de 80 g de higado.

Después de homogeneizar al 50% el tejido vy centrifugar, la
actividad hexoquindsica en el citosol era de 0,3 U/ml. La activi-

dad hexoquindsica total era igual a 30 U, lo gue equivale a 0,4
U/g de tejido. Es necesario recalcar sin embargo que en higado
de rana la hexoguinasa C representa alrededor de un 44% de la
actividad hexogquindsica total (la actividad remanente corresponde
a hexogquinasas B y D}, por lec tanto la actividad enzimdtica
correspondiente a hexoquinasa C seria aproximadamente 13,2 U.
La activicdad especifica de esta preparacién era aproximadamente

0,011 U/mg proteina.

2. Cromatografia en DEAE-celulosa

Cuandc se cromatografia en DEAE-celulosa uﬁ extracto crudo
de higado de rana se obtienen 3 picos de actividad hexoquindsica
que corresponden a las isoenzimas C, B v D, respectivamente
(Fig. 5). Estos resultados coinciden con los comunicados por

Ureta (1876). E| primer pico corresponde a la hexoquinasa C, que
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Figura 5. Hexoquinasa C: cromatografia en DEAE-celulosa. 78 ml
de citosol que contenian 11,9 unidades de hexoquinasa se colocaron
en una columna (2,5 x 14 cm) equilibrada con solucidén D. Se

lavé con 50C mi de la misma solucién y las bprotefnas se eluyeron

con KCI en un gradiente lineal de 0 a 0,5 M en solucién D. Se

colectaron fracciones de 10 ml. La actividad enzimdtica se midid

espectrofotométricamente con glucosa 0,5 mM (@) o 100 mM ( o).
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eluye a wuna concentracidon de KCI igual a 90 mM. Esta fraccibn
presenta una actividad de 0,04 U/m!, siendo la actividad total
igual a 3,5 U. La actividad especifica de la enzima en esta
etapa es de ,0,0034 U/mg proteina. No se observa aumento con
respecto a la etapa anterior, & pesar de que la concentracidon de
proteinas de esta fraccién es 3 veces menor que la del extracto
crudo. Ellc se debe a que en el extracte crudo se esta midiendo
la actividad hexoquindsica total que incluye, ademas de hexoguina-
sa C, & las isoenzimas B y D. Por Ilc tantc la actividad
especifica del extracto crudo corresponde en realidad a la activi-

dad especifica del total de hexoguinasas presentes.

3. Cromatografia en hidroxilapatita

La hexoquinasa C es retenida en hidroxilapatita en las
condiciones vya descritas (fig. 6}. Eluye a una concentracidn de
fosfate de 50 mM. La actividad especifica es de 0,23 U/mg
proteina y |a recuperacién de la actividad enzimdtica en esta

etapa es de un 50%.

4, Filtracidon en Sephacryi S$-30C

La fraccidén con actividad enzimdtica obtenida en la etapa
anterior se concentraba y dializaba en solucién C para pasarla
por wuna columna de Sephacryl. Después de la filtracién se

obtiene wun solo pico de actividad hexoquindsica cuya actividad
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Figura 6. Hexoquinasa C: cromatografia en hidroxilapatita. 95 m]

de la preparacién proveniente de la cromatografia en DEAE-—celulo-

sa, Dpreviamente concentrada y dializada, se colocaron en una

columna de hidroxilapatita (1 x 18 cm) equilibrada con solucién

B modificada

(con amortiguador fosfato & mM en vez de 50 mM).

La preparacién tenfa 3,4 unidades ce hexoguinasa C. Se lavé con

100 mi de solucién B modificada y las proteinas se eluyeron con

fosfate en un gradiente lineal de

a 100 mM en la misma

wn

solucién. Se colectaron fracciones de 3 ml. Otros detalles experimen-

tales como en

la figura 1.
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es de 0,05 U/ml. La actividad especifica de esta fraccién es de

1,6 U/mg de proteina y la recuperacién es de 80%.

=) .Eiectrofor‘esis en geles de poliacrilamida

Las fracciones con actividad hexoqui‘nésica provenientes de
la filtracién en Sephacryl se juntaron y se concentraron por
ultrafiltraciéon en Amicon y posteriormente en Centricon. Esta
preparacién se sometié a electroforesis en placa de poliacrilamida.
Comec se describié anteriormente, se corté |la banda de gel que
presentaba actividad hexoguindsice para ser inyectada en conejo.

La Tabla 2 muesira un resumen del proceso de purificacién

de hexoqgquinasa C.

Purificacién de los sueros

Debido & la alta concentracidén de proteinas existente en los
sueros, fue necesario purificar las inmunoglobulinas con el objeto
de poder microinyectar en los oocitos una concentracidén de anti-
cuerpos que permitiera asegurar la inhibicién de la actividad
hexoquindsica dentro de la célula. Con este procedimiento se
lograba disminuir la concentracién de proteina alrededor de 80
veces, Los sueros completos tienen aproximadamente 10 g de

proteina por 100 ml, valor que bajaba a 0,13 g/100 después de

la purificacidén.




51

Caracterizacion de los antisueros

De acuerdo con los protocolos correspondientes descritos en
Materiales -y Métodos, Sse prepararon en Conejos sueros inmunes
anti-hexoquinasa B y C de rana. Se usarorn los SL;er"os completos
o bien se purificaron las inmunoglobulinas de tipo G por cromato-
grafia en Proteina A-Sefarcsa. Los antisueros se caracterizaron

mediante los procedimientos que se describen a continuacion.

1. Microinmunotitulacidn

Las curvas de titulacidon obtenidas por el procedimiento
ELISA para sueros anti-hexoquinasa B, obtenidos 10 dias después
de cada inyveccién del antigeno aparecen en la figura 7. Se puede
apreciar que las curvas de titulacién de los sueros obtenidos
después de inmunizaciones sucesivas son practicamente iguales. E|
titulo es el mismo para todos los sueros y es igual a 1024, valor
que corresponde al wvalor reciproco de fa dilucién del suerc con
la cual se alcanza la mitad de la absorbancia méxima.

La curva de titulacién correspondiente al suero anti-hexoqui-
nasa C se muestra en l|la figura B, Paraz este experimentic se
utilizé el suero obtenido después de la Jitima inyeccién de

antigeno. El! titulo de este suero tieme un valor de 16.384,

2. Efectc de los antisueros sobre la actividad enzimdtica de las
hexoquinasas B y C de rana.

Ambos sueros, anti-B y anti-C, son capaces de inhibir Ila
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Figura 7. Titulacién del! suero anti-hexoquinasa B. Sueros anti-

hexoquinasea B obtenidos después de inmunizaciones sucesivas se
caracterizaron por el método ELISA (véase Materiales y Métodos,
pag. 27). Los sueros se identifican comoc sigue: @ : 2a inmuniza-
ciébn: A: 3a inmunizacién: m 4a inmunizacidn: o Suero control;

V 1 BSA. Se usaron diluciones seriadas de los suercs,
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Figura 8. Titulacién del suero anti- hexoquinasa C. E! suero
anti-nexoguinasa C se caracterizé por el método ELISA (véase
Materiales y Métodos, pég. 27). a : suero inmune; ¢: suero

control. Se usaron diluciones seriadas de los sueros.
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actividad de las enzimas B y C, respectivamente. Al usar la
expresion '"inhibicién de la actividad enzimdtica" no queremos
sugerir que el efecto se deba exclusivamente a inhibicién, ya que
la disminucidn de actividad observada podria incluir precipitacién
de la enzima.

El efecto inhibidor de los sueros anti-B (obtenidos después
de tres inmunizaciones sucesivas] es mayor a medida que aumenta
el nimerc de inmunizaciones (Fig. 9). Asi por ejemplo, 10 ul  del
suero obtlenido después de la cuarta inyeccidén produjeron 65% de
inactivacién de la enzima, mientras que con la misma cantidad de
suero obtenido después de la segunda inyeccidén se alcanzd solamen-
te 20% de inactivacién en las mismas condiciones de ensayo. Por
esta razdn todos los experimentos posteriores se hicieron con el
suerc obtenido después de la Udltima inyeccién de antigeno.

La inhibicion de la actividad enzimdtica por el antisuero
depende de varios factores: estado de purificacion del suero,
tiempo de incubacién del suero con el antigeno y las condiciones
en las cuales se encuentra la enzima, especialmente la presencia
0 ausenciea de protectores de la actividad enzimatica en la
preparacion gue se usa.

La influencia del estado de purificacidén del antisuero sobre
fa capacidad de éste para inhibir la actividad de hexoquinasa B
se ilustra en la figura 10, en la que se comparan los resultades

obtenidos después de incubar hexoquinasa B con sueroc completo %
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Figura 9. Inhibicién de la actividad de hexoquinasa B por suero
anti-hexoquinasa B. Cantidades wvariables de sueros obtenidos
después de inmunizaciones sucesivas se incubaron con 2,3 mU de

hexoguinasa B semipurificada proveniente de |a etapa de DEAZ-

celulosa, en wun volumen final de 0,12 mi. La incubacién se
realizé durante 1 h a temperatura ambiente. Después de centrifu-
gar 10 min se midié actividad enzimitica en el Ifquido sobrena-

dante mediante el método espectrofotométrico. Los sueros obtenidos
después de cada inmunizacién (véase Materiales y Métodos pég.
25) se identifican como sigue: e : 2a inmunizacidén; A ; 3a inmuni-

zacién; ® : 4a inmunizacién. ¢: suero control.
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Figura 10. Inhibicién de la actividad de hexoquinasa B por suero
anti-hexoquinasa B: efecto de la purificacién del suero. Cantida-
des variables de suerc o de IgG purificadas (5-100 ul) se
incubaron con 2,7 o 2,4 mU de hexoquinasa B semipurificada
proveniente de la etane de hidroxilapatita en un volumen final
de 0,6 mi. La incubacién se realizdé durante 30 min a 30° y 18 h
& 4°. Después de centrifugar 10 min se midié actividad enziméatica
en e! Iiguido sobrenadante mediante el métodoc espectrofotoméirico.
Los sueros inmunes se identifican como sigue. a : IgG purificadas
en Protein A-Sepharose CL-4B; y suero completo. ¢ : suero control,
La apscisa se expresa como el cuociente entre la cantidad de
suero y la actividad enzimatica, para compensar las diferencias

en la cantidad de enzima usada en diferentes experimentos,
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con suerc purificado por cromatografia de afinidad. Se puede ver
que |la enzima es inactivada completamente por el suero purificado,
mientras que con el suero crudo queda una actividad remanente
de 20% con respecto al suero control y a la enzima sin antisuero.

En la figura 11 se muestra la desaparicién de la actividad
de hexoguinasa B en dos condiciones de incubacién. Se observa
que con 50 ul del antisuero se alcanza una inactivacién del 50%
cuando la incubacidén se realiza durante 30 min a 30°. Si la
incubacién se continda durante 18 h a 4° se logra la inactivacion
completa de la enzima.

Algunos protectores de la actividad enzimdtica que se usaban
de rutina durante la purificacion de la enzima influyen en la
inmunoinactivacién de hexogquinasa B (Fig. 12). La enzima sin
glicerol ni glucosa se inactiva por completoc con una cantidad
muy pequefia de suero, probablemente menor que 1 ul de suero
por mU de enzima, aun cuando en este casoc se usé el suero
completo, sin purificar, Cuando se incluia glicerol y glucosa en
la preparacion enzimdtica quedaba una actividad remanente de
20%, valor gue ya se habia mencionado para el suero no purifica-
dc. Resumiendo, se puede lograr la inactivacidn completa de
hexogquinasa B con las inmunoglobulinas purificadas.o bien con el
suero crudo en ausencia de protectores de la actividad enzimdtica
comoc glucosa y glicerol. La ausencia de protectores no alterd la

actividad del control con suero no inmune.
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Figura 11. Inhibiciébn de la actividad de hexoquinasa B por
suero-hexoquinasa B en diferentes condiciones de incubacién.
Cantidades variables de 1gG purificadas se incubaron con 2,7 mu
de hexoquinasa B semipurificada proveniente de la etapa de
hidroxilaoatita en un voiumen final de 0,4 mi. Las incubaciones
para el sueroc inmune fueron como sigue: ¥ : 30 min a 30° ; A 30
min & 30° y 18 h a 4° . ¢ : suero control en ambas condiciones.
Después de centrifugar 10 min se midié actividad en